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A cultura do milho (Zea mays L.) se destaca no Brasil classificando-o como terceiro 
produtor mundial deste cereal. No entanto, é uma cultura exigente quanto aos tratos 
culturais, principalmente no que diz respeito à adubação, que por vezes torna seu 
cultivo oneroso a despeito de sua alta produtividade. A classe dos adubos 
nitrogenados é composta por fertilizanes químicos cuja utilização gera implicações 
ambientais negativas. Também as doenças tem-se tornado um grande fator de risco 
para o agronegócio do milho e os fungos são os seus principais responsáveis. Eles 
colonizam o solo e a própria semente que, se contaminadas ou ingeridas, podem 
levar a intoxicações graves provocadas pelas micotoxinas produzidas por algumas 
espécies de fungos.Tradicionalmente o controle das doenças é feito por meio de 
defensivos agrícolas, que também podem agredir o meio ambiente e elevar os 
custos da produção. Na busca por alternativas sustentáveis e mais rentáveis, o 
presente estudo teve por objetivos: bioprospectar bactérias endofíticas radiculares 
que reúnam características para promoção de crescimento vegetal de ação direta 
e/ou indireta,bem como investigar a presença de espécies fitopatogênicas e 
micotóxicas de fungos associados a folhas de duas diferentes linhagens de milho. 
Seis isolados do gênero Bacillus e um deEnterobacter foram identificados por 
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. Deste total, dois demonstraram 
promover o crescimento vegetal (Enterobacter -LGMB184 e Bacillus - LGMB186) por 
meio de indicativos de fixação de nitrogênio, produção de sideróforos e aumento do 
volume radicular de plântulas. Já os isolados de Bacillus LGMB128  e LGMB163 
inibiram fortemente os fungos F. verticillioides, C. zea-madys e  C. graminicola,  por 
ação antagônica direta. Estudos posteriores são necessários para avaliar o potencial 
biotecnológico destes isolados a campo, visando apresentar fontes alternativas para 
esta cultura. Constatou-se ainda, por filogenia molecular da região ITS1-5,8S-ITS2  e 
caracterização morfológica, fungos de espécies saprófitas, fitopatogêncicos e 
micotóxicos colonizando diferencialmente folhas dos dois genótipos de milho. Este 
levantamento demonstrou a necessidade de mais estudos da microflora associada a 
culturas de impacto econômico para entender a dinâmica dos riscos potenciais de 
manifestação de doenças associados ao saprofitismo. 






Maize is one of the most important crops in Brazil, which is the third largest corn 
producer in the world. However, it is a crop which demands cultivation practices 
especially about fertilization, and its management sometimes is onerous despite high 
productivity. Nitrogenous fertilizers belong to chemical fertilizer category whose 
utilization generates negative environmental implications. Also, diseases have 
become a risk factor for corn agribusiness and fungi are responsible for most of these 
diseases. They colonize soil and seed, which contaminated or ingested, can lead to 
serious poisoning caused by mycotoxins produced by some fungi species. 
Traditionally, corn disease control is done by pesticides, which can also be harmful to 
environment and raise production costs. Searching for sustainable and profitable 
alternatives, the objectives of this study were: bioprospect root endophytic bacteria 
which have plant growth promotion characteristics by direct and/or indirect action, as 
well as investigate phytopathogens species and fungi mycotoxins associated with 
leaves from two different maize lineages. Six isolates from Bacillus and Enterobacter 
genus were identified by partial 16S rDNA gene sequencing. Two of them indicated 
plant growth promotion (Enterobacter - LGMB184 and Bacillus - LGMB186) by in 
vitro nitrogen fixation test, siderophore production and root volume plant increase. 
Bacillus isolates LGMB128, LGMB135 and LGMB163 strongly inhibited 
F.verticillioides, C. zea-madys and C. graminicola fungi by direct antagonistic action. 
Further studies are request to evaluate biotechnological potential of these isolates in 
field, aiming to provide alternatives for maize crop. It was also found by molecular 
phylogeny of the ITS1-5,8S-ITS2 and morphological characterization, saprophytic, 
phytopathogens and mycotoxinic fungi species colonizing different leaves from two 
maize genotypes studied. This study demonstrated that is needed further researches 
concerning microflora associated with crops of economic impact to better understand 
potential risks of diseases associated with saprophytes expression. 
 







A cultura do milho (Zea mays L.) é uma das culturas de maior produção de grãos no 
mundo. Sua posição de destaque se deve ao uso como fonte de energia na alimentação 
humana e animal (FAO, 2009). Na agricultura brasileira é economicamente expressiva, por ser 
uma commodity em ascensão no mercado internacional e possuir extensa cadeia produtiva, 
sendo peça fundamental na composição do sistema de rotação de culturas (BONO et al., 
2008). 
A previsão de área cultivada total na safra brasileira de 2011/2012 deverá ficar em torno 
de 14.200 mil hectares. Entretanto a produtividade terá um decréscimo de 2,4% em relação à 
safra anterior. Neste cenário o Estado do Paraná, como seu maior produtor tem projeções de 
produção de 12.700 a 13.200 mil toneladas (CONAB, 2012) 
O melhoramento genético das cultivares levou ao aumento de seu potencial produtivo, 
tornando-as mais exigentes, principalmente no que diz respeito à quantidade de nitrogênio 
aplicado à cultura (MATSON et al., 1998). Grande parte do N fornecido às plantações de milho 
é proveniente de adubos sintéticos e seu uso indiscriminado resulta em poluição ambiental. 
(HUNGRIA et al., 2007). 
Outro aspecto que mudou em virtude da evolução do sistema de produção, foi o 
aparecimento das doenças. A partir do final de década de 90, tornaram-se um grande fator de 
risco para os envolvidos no agronegócio do milho. As perdas na produtividade devido ao 
ataque de patógenos têm sido frequentes nas principais regiões produtoras do país (COSTA et 
al., 2010). Além disso, inúmeros fungos que colonizam as sementes produzem micotoxinas 
que, se ingeridas, podem levar a intoxicações graves de animais e complicações à saúde 
humana (HARRISON et al.,1990; KELLERMAN et al.,1990; PINTO et al., 2007b).  
A maioria dos patógenos é controlada por meio do uso de defensivos agrícolas, cuja 
utilização indiscriminada também leva a uma série de repercussões, como a contaminação do 
ambiente, alimentos, consumidores, além do aparecimento de populações de patógenos 
resistentes e a diminuição de populações de organismos benéficos ou não-alvos (SILVA et al.,  
2004).  
Como alternativa ao uso de agroquímicos, as bactérias promotoras de crescimento tem 
se mostrado uma ferramenta promissora e viável (MELO; VALARINI, 1995; BEVIVINO et al.,  
2000). Estes agentes são principalmente bactérias, capazes de habitar o interior das plantas 





endofíticos (HALLMANN et al., 1997 apud SHIOMI, 2007).  
Essas bactérias podem promover o crescimento vegetal de maneira direta ou indireta. 
Atuam diretamente por meio da fixação biológica de nitrogênio (ASHRAF et al., 2011), pois são 
capazes de assimilar o N2 atmosférico e convertê-lo à forma assimilável (NH3), processo 
denominado fixação biológica de nitrogênio (FBN). Ainda podem solubilizar fosfato 
(RODRIGUEZ et al. 2004) e produzir fitormônios como auxinas, giberelinas e zeatinas (Cassán 
et al. 2009). Sua ação indireta ocorre por meio do controle biológico de patógenos (WANG et 
al. 2009), sendo por competição de espaço e nutrientes ou atuando na indução de resistência 
sistêmica no hospedeiro (VAN VEES et al.,  1999). Podem ainda, ser fonte de novos 
compostos químicos e biológicos, com propriedades antimicrobianas e de ampla utilização 
industrial (STROBEL, 2002; STROBEL, 2003). 
A característica fundamental dos microrganismos endofíticos, é o fato de se 
desenvolverem no interior dos tecidos do hospedeiro. Isso representa uma vantagem em 
relação ao controle biológico clássico, pois potencializa os seus efeitos sobre a planta 
hospedeira.  Também reduz as consequências das variações populacionais, decorrentes da 
interação com o meio, que podem inviabilizar a formulação de um produto comercial 
(SHARMA; NOWAK, 1998). 
Os objetivos deste trabalho fundamentam-se na importância que a cultura do milho 
representa para o Brasil. Desta maneira, estudos que busquem alternativas para desonerar 
custos e perdas na produção, por meio da diminuição do uso de fertilizantes químicos, 
fungicidas e a redução da incidência de micotoxinas, vem colaborar para um sistema agrícola 
mais sustentável e rentável.  Portanto, as prospecções de bactérias que reúnam estes 
potenciais são importantes ferramentas para o desenvolvimento, de estratégias de manejo da 
cultura e futuras formulações de produtos. 
A hipótese formulada para esse trabalho é de que bactérias endofíticas radiculares 
apresentem atividade promotora de crescimento vegetal em milho, seja por ação direta ou 













2.1 OBJETIVOS GERAIS 
 
- Estabelecer uma coleção de bactérias endofíticas de raízes demilho (Zea maysL.) que 
reúnam características para promoção de crescimento vegetal e inibição contra espécies 
fúngicas fitopatogênicas. 
- Investigar a presença de espécies fitopatogênicas e micotóxicas de fungos associados 
a folhas de duas linhagens de milho. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
-  Identificar os isolados bacterianos molecularmente por sequenciamento parcial do 
gene 16S do rRNA; 
- Caracterizar bioquimicamente estes isolados por meio de testes que indiquem 
propriedades associadas à promoção de crescimento vegetal e inibição de fungos 
fitopatogênicos;  
-  Isolar fungos associados a folhas de linhagens de milho a fim de investigar a presença 
de espécies fitopatogênicas e micotóxicas; 
-  Identificar estes fungos por meio de análises moleculares, usando sequenciamento da 

















3 REVISÃO DE LITERATURA 
 
3.1 A CULTURA DO MILHO 
 
O milho (Zea mays L.) pertence à família Gramineae, originária das Américas, 
possivelmente do México, América Central ou Sudoeste dos Estados Unidos é o cereal que 
mais se destacou como cultura de importância econômica em nível mundial durante todo 
o século 20 e início do século 21 (BOBATO, 2006). Possui inúmeras utilizações, 
principalmente como base para ração animal, matéria-prima para a produção de alimentos 
processados e recentemente, para produção de etanol (HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 
2008).  
 A produção do milho no Brasil é dividida em duas épocas de plantio, sendo que os 
plantios de verão caracterizam a primeira safra, ocorrendo em período chuvoso e a segunda 
safra, chamada de “safrinha”, que é plantada quase sempre após a soja precoce (DUARTE 
apud CRUZ, 2007). 
Segundo dados da Embrapa Milho e Sorgo, na safrinha o rendimento e o nível 
tecnológico dependem da época de plantio: nos plantios precoces o sistema de produção é 
praticamente igual ao utilizado na primeira safra. Nos plantios tardios o agricultor reduz o nível 
tecnológico em função do maior risco da cultura devido principalmente, às condições 
climáticas. A redução desse nível está relacionada basicamente à variedade utilizada e à 
redução nas quantidades de adubos e defensivos aplicados (PINTO et al., 2007a).  
No Brasil a produção da cultura do milho vem apresentando aumentos expressivos, 
decorrentes de fatores como: evolução do sistema de cultivo, disponibilidade de genótipos mais 
produtivos e adaptados às diversas regiões, mecanização e aumento da área de plantio 
resultante da área de plantio na safrinha e do avanço da cultura para novas regiões do Centro-
Oeste e do Nordeste (CONAB, 2009). 
A previsão para o total da área cultivada com milho, na safra 2011/2012, deverá ficar 
entre 14.184,3 e 14.476,7 mil hectares, alcançando aproximadamente 500 mil ha a mais que a 
área da safra passada (13.838,7 mil ha). A produtividade estimada é de 4.058 kg/ha, com 
decréscimo de 2,4% em relação à safra anterior. E a produção brasileira esperada deverá 
situar-se entre 57.327,0 e 58.989,3 mil toneladas, com variação de (-3) e 2,6% em relação à 
safra passada, quando foram colhidas 57.514,1 mil toneladas. Neste cenário o Paraná é o 





toneladas (CONAB, 2012). 
 
3.2 A IMPORTÂNCIA DO NITROGÊNIO 
 
Na cultura do milho o nutriente mais exigido é o nitrogênio (N) (MALAVOLTA et al., 
1997). O uso de adubos químicos otimiza o potencial produtivo, uma vez que  a maioria dos 
solos brasileiros apresenta baixa fertilidade natural (CANTARELLA; DUARTE, 2004).  A 
quantidade de N aplicado à cultura do milho tem aumentado principalmente devido ao 
melhoramento genético das cultivares que por seu potencial produtivo tornaram-se mais 
exigentes (MATSON et al., 1998). Além disso, este elemento tem baixo índice de 
aproveitamento pelas plantas, raramente ultrapassando 50% (HUNGRIA et al., 2007). Mas 
quando em déficit na planta, esse nutriente se torna o principal fator limitante do crescimento 
vegetal, logo reduzindo a produtividade (DURÃES et al., 2004).   
Grande parte do N fornecido às plantações de milho é proveniente de adubos sintéticos 
e seu uso indiscriminado resulta em poluição ambiental. Sendo dissipado por lixiviação e 
escoando pelo solo, que resultará em acúmulo de formas nitrogenadas nas águas dos rios, 
lagos e lençóis de água subterrâneos, podendo atingir níveis tóxicos aos peixes e ao homem 
(HUNGRIA et al., 2007). 
Presente na atmosfera em aproximadamente 78% da constituição gasosa é encontrado 
na forma molecular (N2), a qual não é absorvível uma vez que que a maioria das plantas obtém 
o nitrogênio do solo sob a forma de íon nitrato (NO3) e amônio (NH4) (SOUZA; FERNANDES,  
2006). No entanto, alguns organismos procariotos são capazes de assimilar o N2 atmosférico e 
convertê-lo a forma assimilável (NH3). Este processo é denominado fixação biológica de 
nitrogênio (FBN) (REIS et al., 2006). 
A FBN ocorre por ação do sistema enzimático da nitrogenase ou dinitrogenase, o que do 
ponto de vista energético, é dispendioso para o organismo que a realiza (REIS et al., 2006). 
Este complexo é formado por dois componentes. O componente I é conhecido como redutase 
da dinitrogenase (proteína Ferro), formado por um dímero de subunidades idênticas (γ2). Estas 
subunidades são codificadas pelo gene nifH. O componente II (proteína Mo-Fe) é um tetrâmero 
α2ß2, que possui dois átomos de molibdênio, 30 de ferro e 30 de enxofre. As subunidades α 
são codificadas pelo gene nifD e a ß pelo gene nifK (EADY, 1991).  
O gene da ferro-proteína, nifH, é um dos mais antigos e funcionais da história da 





a filogenia inferida pelo gene do rRNA 16S. Isso tem possibilitado estudos de diversidade dos 
genes de FBN e a caracterização destes genes em comunidades microbianas (ROSADO et al., 
1998). A amplificação do nifH pode informar quais tipos de microrganismos estão envolvidos na 
FBN (ZANG; SUN, 2010) e confirmar a presença do gene em um organismo que se espera ser 
fixador (BENEDUZZI, 2008). 
 
3.3 FUNGOS FITOPATOGÊNICOS E MICOTÓXICOS  
 
A cultura do milho está sujeita à ocorrência de várias doenças, que podem afetar a 
produção, qualidade, palatabilidade e o valor nutritivo dos grãos e da forragem (SASSE, 2008). 
Sob condições favoráveis, diferentes doenças podem ocorrer em alta severidade, pois existem 
fatores predisponentes na planta e no patógeno, além da influência de condições ambientais, 
sistema de cultivo e manejo da cultura. A incidência e a severidade dessas doenças decorrem 
da realização de plantios de milho na palhada, sem a rotação de culturas e, nas regiões de 
clima quente, pela sobreposição de ciclos da cultura (PINTO et al.,2007a). 
Na Região Sul do Brasil, as doenças mais frequentes estão relacionadas à germinação 
de sementes, podridões do colmo e da espiga e doenças foliares causadas por fungos (CASA 
et al., 2010). Durante a germinação, a semente de milho pode ser atacada por fungos 
presentes no solo ou na própria semente levando ao seu apodrecimento ou a morte da 
plântula, que resulta numa emergência desuniforme e baixa população de plantas emersas. Os 
danos nesta fase da cultura refletem uma redução de plantas por unidade de área. Como 
consequência do ataque dos fungos de solo e/ou dos presentes na semente, as plântulas 
infectadas e sobreviventes, à medida que prosseguem seu desenvolvimento, podem 
apresentar sintomas no sistema radicular, que às vezes passam despercebidos. Porém, os 
sintomas primários evoluem lentamente à medida que a planta se desenvolve (REIS et al.,  
2004)  
As principais manchas foliares são a helmintosporiose comum, causada pelo fungo 
Exerohilum turcicum [(Pass.) Leonar & Suggs], a mancha branca da folha ou feosféria, causada 
por Phaeosphaeria maydis [(P. Henn.) Rae, Payak & Renfro] e a mancha de diplodia, causada 
por Stenocarpella macrospora (REIS et al.,  2004). Atualmente, merece destaque a 
cercosporiose, causada pelo fungo Cercospora zeae-maydis [Tenhon & Daniels] (VIÉGAS, 
1945 apud CASA et al., 2010).  





milho (FERNANDES; BALMER, 1990). Este tipo de doença consiste no apodrecimento dos 
tecidos do colmo, que se tornam evidentes quando as plantas estão próximas da colheita e 
promovem a paralisação do processo normal de enchimento de grãos, acamamento e a morte 
prematura da planta. No Brasil, os fungos Colletotrichum graminicola [(Ces) G.W. Wils.], 
Stenocarpella maydis [(Berk.) Sutton, Sin. Diplodia maydis (Berk.)Sacc.], S. macrospora 
[(Earle) Sutton Sin. D. macrospora Earle in Bull.], Fusarium graminearum [Schwabe (Gibberella 
zeae Schw.)] e Fusarium verticillioides [Sin.= Fusarium moniliforme [J. Sheld (Gibberella 
fujikuroi Sawada)], são citados como principais agentes causais deste tipo de moléstia (REIS et 
al.,  2004).  
Os grãos infectados por fungos podem exibir descoloração, denominados de grãos 
ardidos, sintoma que ocasiona a desvalorização das espigas no momento da comercialização 
(CASAet al., 2010). Os grãos ardidos em milho são o reflexo das podridões de espigas, 
causadas principalmente pelos fungos presentes no campo: Diplodia maydis (Stenocarpela 
maydis), D. macrospora (Stenocarpela macrospora), Fusarium moniliforme, F. subglutinans, F. 
graminearum, F. sporotrichioides e Gibberella zeae. Ocasionalmente, no campo, há produção 
de grãos ardidos pelos fungos Penicillium oxalicum e Aspergillus flavus e A. parasiticus 
(PINTO, 2006).  
Existe uma gama de micotoxinas produzidas, algumas são mais importantes vistas suas 
toxicidade e o tipo de produto que origina a fonte de contaminação como, por exemplo: 
fumonisinas (milho e sorgo); deoxinivalenol e nivalenol (trigo, milho, cevada, arroz, soja e 
centeio); Ocratoxina A (café, trigo, cevada, vinho, arroz e aveia); zearalenona (milho, trigo, 
aveia, cevada, arroz, soja, caroço de algodão e centeio); aflatoxina (milho, amendoim, castanha 
do Brasil, feijão, arroz, pistache, castanha de cajú, figo seco, caroço de algodão, soja, sorgo e 
girassol) (FAO, 2001). 
Fungos do gênero Fusarium spp.produzem as micotoxinas de maior impacto econômico 
mundial (SMITH; SEDON, 1998). As fusariotoxinas são bastante diversas em suas estruturas 
químicas e características patológicas. Dentre estas toxinas são incluídas: fumonisinas, 
zearalenona, moniliformina, ácido fusárico e os tricothecenos (ARAÚJO; TAKISHITA, 2007). 
 Várias técnicas de combate a estes metabólitos indesejáveis são estudadas: Huwig et al. 
(2001) descreveram a utilização de carvão ativado como adsorventes para micotoxinas, 
entretanto, este se demonstrou inespecífico para estas toxinas, adsorvendo também nutrientes 
minerais da dieta;  Murphy et al. (2006) relataram o fracasso de processos de tostagem na 





vomitoxina e fumonisinas em rações; Yumbe-Guevara, et al. (2003) encontraram o mesmo na 
avaliação da termoestabilidade de vomitoxinas e zearalenonas.  
 A contaminação de alimentos e rações por micotoxinas representa um sério problema de 
saúde para humanos e animais, além de constituir um considerável obstáculo à economia de 
países da África, Ásia e da América Latina, nos quais a balança comercial se baseia para 
exportações de commodities. Em virtude da presença de micotoxinas, milhões de dólares são 
perdidos anualmente (FREIRE et al., 2007).  
 
3.4 CONTROLE DE FUNGOS POR MEIO DE DEFENSIVOS 
 
Para o controle das doenças, podem ser adotadas medidas de manejo da cultura, além 
do uso de cultivares resistentes e medidas de controle químico (PINTO et al., 2007a). 
Entretanto, a partir do ano 2000, grande ênfase tem sido dada ao controle de doenças através 
da aplicação de fungicidas. Antes, o uso destes produtos era restrito a campos de produção de 
sementes e de milhos especiais, como milho pipoca e milho doce. Nos últimos anos, tem-se 
verificado um aumento acentuado da utilização de fungicidas em lavouras comerciais 
destinadas à produção de grãos (COSTA; COTA, 2009). Mas doenças da espiga e podridões 
das raízes e do colmo dificilmente são controladas com fungicidas, devido ao custo elevado do 
produto e limitações para pulverização eficiente de maneira a atingir essas partes da planta 
(PINTO et al., 2007a). 
Mesmo que o controle químico não seja eficiente para algumas doenças, hoje em dia ele 
é usado em larga escala e, num futuro próximo, com o aumento da população mundial, a 
demanda por alimentos crescerá de forma significativa. Isto fará com que uma elevada 
quantidade de agrotóxicos seja lançada no meio ambiente, acarretando sérios problemas, que 
poderiam ser evitados com a utilização do controle biológico (PEIXOTO NETO et al., 2002).  
Em 2010, de acordo com dados do Sindicato Nacional da Indústria de Produtos para 
Defesa Agrícola (SINDAG), as quantidades totais vendidas de defensivos agrícolas no Brasil 
mostraram-se superiores se comparadas às do ano anterior. Verificou-se que foi 
comercializada a quantidade recorde de 790.790 t (acréscimo de 9,0% em relação a 2009), 
correspondendo a 342.593 t de princípio ativo (incremento de 2,0%, no período).A classe de 
defensivos que apresentou melhor desempenho comercial foi a dos fungicidas, cujas vendas 
em 2010 aumentaram 52,4% em relação a 2009 (FERREIRA et al., 2011).  





2010, a soja é a principal, com 44% do valor total das vendas e em quarto lugar vem o milho 
com 14,6% vendas.  Visualizando apenas o uso de fungicidas, tem-se 136.972 t de produto 
comercial e 55.583 t de ingredientes ativos consumidos só no ano de 2010, estando o milho 
safrinha, entre as sete maiores culturas consumidoras de fungicidas (soja, café, batata-inglesa, 
citros, feijão, algodão e milho safrinha) (FERREIRA et al., 2011). 
Segundo Romeiro (1999) é necessário investigar métodos alternativos para o controle 
de enfermidades de plantas que sejam, ao mesmo tempo, eficientes e menos agressivos à 
saúde humana e ao equilíbrio de ecossistemas.  
A agricultura ecológica é considerada o ramo da agropecuária mais promissora, com um 
crescimento de cerca de 10% ao ano. O sistema de cultivo e os processos de controle biológico 
de pragas empregados nessa atividade têm características próprias (MEDEIROS et al., 2008). 
O biocontrole pode ser feito de diversas maneiras: alterando as condições ambientais que 
possibilitam o aparecimento da praga ou doença; utilizando microrganismos com propriedades 
antagônicas aos patógenos ou parasitando as pragas (PEIXOTO NETO et al., 2002).  
 
3.5 BACTÉRIAS ENDOFÍTICAS  
 
Microrganismos que são capazes de colonizar tecidos internos de um vegetal foram 
denominados de endofíticos pela primeira vez por De Bary em 1866 (STONE, 1988). Petrini 
(1991) propôs que a definição fosse expandida caracterizar mais precisamente os organismos 
colonizam os tecidos internos dos vegetais, sem causar dano aparente.  
Algumas bactérias, que vivem associadas a plantas, têm a habilidade de promover o 
crescimento vegetal de forma direta ou indireta (COMPANT et al., 2010). Atuam diretamente 
através da fixação biológica de nitrogênio (ASHRAF et al., 2011); solubilização de fosfato 
(RODRIGUEZ et al., 2004) e produção de fitormônios como auxinas, giberelinas e zeatinas 
(CASSÁNet al., 2009). Na ação indireta agem por meio do controle biológico de patógenos 
(WANG et al., 2009) e representam fonte de novos compostos químicos e biológicos, com 
propriedades antimicrobianas e de ampla utilização industrial (STROBEL, 2002; STROBEL, 
2003). 
Uma vez dentro dos tecidos da planta é possível, segundo Dong et al. (1994), transmitir 
vegetativamente os microrganismos endofíticos, como foi demonstrado para Acetobacter 
diazotrophicus em cana-de-açúcar, por até duas gerações. Quando inoculadas nas sementes, 





no milho e soja, além do efeito promotor de crescimento, aumentaram a germinação (CASSÁN 
et al., 2009). 
No controle biológico, os microrganismos endofíticos têm a vantagem de habitar um 
nicho ecológico semelhante àquele ocupado por fitopatógenos, direcionando o controle por 
meio de competição por nutrientes, produção de substâncias antagônicas, parasitando o 
patógeno ou mesmo induzindo a planta a desenvolver resistência (PEIXOTO NETO et al., 
2002). Atividade inibitória in vitro e/ou in vivo contra fitopatógenos podem ser listadas: controle 
de Exserohilum turcicum causador de mancha foliar (SHIOMI, 2007); ação fungiostática direta 
de isolados de Bacillus spp. sobre fungos R. solani e F. oxysporum (EKUNDAYO et al., 2011) e 
a inibição  de Fusarium e Curvularia por indivíduos da família Bacillaceae (RÁTON et al., 2011). 
Estes microrganismos vêm despertando atenção em todo o mundo, devido à 
necessidade de reduzir o uso de produtos químicos, visando um sistema de agricultura 
sustentável, centrada na proteção ambiental (VALE et al., 2010). No Brasil, inoculantes 
comerciais para milho à base de cepas de Azospirillumbrasiliensis já foram formuladas e 
elevaram a produção de grãos em 24-30%, em relação aos controles não inoculados 
(HUNGRIA et al., 2010). Dos produtos para controle biológico à base de microrganismos, a 
maioria é constituída por bactérias (GLARE; O´CALLAGHAN, 2000). Os agentes microbianos 
surgiram como uma alternativa viável e efetiva dentro do biocontrole, além de serem 
considerados mais seguros à saúde humana e ao ambiente (ZUCCHI; MELO, 2009). 
 
3.6 CARACTERIZAÇÃO BIOQUÍMICA DAS BACTÉRIAS 
 
 Para a seleção de isolados que apresentem maior probabilidade de eficiência no 
processo de colonização, promoção de crescimento e controle biológico in vivo, têm-se como 
aliadas as análises bioquímicas preliminares in vitro e os testes de antagonismo (PAL et al. 
2001; BERNARDES et al. 2010; DEEPA et al., 2010; RANA et al., 2011). 
O ácido indol acético (AIA) é a principal auxina de ocorrência natural nas plantas 
(HARTMANN et al., 2002). Necessário para iniciar a divisão celular no periciclo das raízes, para 
promover a divisão celular e para a manutenção da viabilidade das células durante o 
desenvolvimento das raízes laterais (TAIZ; ZEIGER 2004). No entando, inúmeras bactérias 
também são capazes de sintetizá-lo e promover crescimento em plantas, tais como: 
Azospirillum brasilienses, A. lipoferum (KUSS et al., 2007) espécies de Bacillus e Paenibacillus 





Pseudomonas fluorescens (HERNÁNDEZ-RODRÍGUEZ et al., 2008). 
O fósforo é quantitativamenteo segundo nutriente essencialao desenvolvimento vegetal 
(KUCEY, 1988). Mas, devido a sua reatividade, a quantidade total de P no solo pode ser alta, 
mas indisponível para a captação pelas plantas (LÓPEZ-BUCIO et al., 2002). Uma solução 
pode ser a utilização de processos microbiológicos para aproveitar o fosfato de rochas 
(ZAPATA ; AMANN, 1995). Vários estudos têm examinado a habilidade de diferentes espécies 
bacterianas em solubilizar compostos de fosfato inorgânico (SONG et al., 2008; CHAGAS 
JUNIOR et al., 2010). 
Existem compostos que atuam diretamente na promoção de crescimento e 
indiretamente no controle biológico. Esta capacidade se deve ao fato de sequestrarem a 
maioria do Fe3+ disponível. Desta forma, facilitam o crescimento vegetal e prevenem a 
proliferação de fitopatógenos no ambiente rizosférico por competição (OLIVEIRA et al., 2003). 
Nesta categoria são enquadrados os sideróforos, que são secretados por microrganismos em 
resposta à baixa disponibilidade de Fe3+ em solução. Muitos sideróforos podem formar também 
complexos relativamente estáveis com cobre, alumínio, molibdênio e alguns outros elementos 
(BENITE et al., 2002). Esses compostos atuam do lado externo da membrana celular, 
capturando moléculas de ferro em solução e ligando-se especificamente a receptores do 
complexo localizados na membrana, por onde são absorvidos, tornando assim, o ferro 
disponível para o crescimento vegetal (OLIVEIRA et al., 2003). 
 Os fitopatógenos fúngicos precisam de sítios de entrada para obterem acesso ao interior 
do hospedeiro. Portanto, os microrganismos de controle biológico precisam reunir 
características de forma a consiguir competir efetivamente por estes sítios de infecção, 
utilizando os nutrientes disponíveis e conseguindo inibir de forma eficaz a germinação de 
propágulos ou o crescimento vegetativo (PUNJA; UTKHRDE, 2003). 
 Diversos estudos têm investigado em bactérias a possibilidade da ocorrência de 
mecanismos de penetração ativa. Esta hipótese foi sustentada pela detecção de enzimas 
celulolíticas e pectinolíticas produzidas por algumas espécies, como Pseudomonas 
fluorescens, Enterobacter asburie e Bacillussp. (QUADT-HALLMANN et al., 1997; RATÓN et 
al., 2011). 
 A parede celular é uma barreira que confere proteção às ações exercidas pelos 
microrganismos, sendo considerada o ponto inicial das interações no processo de antagonismo 
envolvendo fungos. Os fungos têm parede celular constituída principalmente por quitina e β-





parece estar protegida pelas β-glucanas, o que dificulta o acesso das quitinases (CHÉRIF; 
BENHAMOU, 1990), por isso estas enzimas extracelulares têm sido consideradas como as 
principais hidrolases envolvidas em processos de parasitismo (MARTIN et al., 2007; 
ZEILINGER; OMANN, 2007).  
 Quando as quitinases degradam a parede celular de fungos, acabam liberando 
oligômeros que induzem a expressão de outros genes de enzimas hidrolítcas e com isso, 
acentuam o ataque ao hospedeiro (VITERBO, et al., 2002). As β-glucanas constituem um 
grupo de polissacarídeos abundante na natureza e sua principal função é ser um polímero 
estrutural, podendo também ser degradadas para serem utilizadas como fonte nutricional. 
Podem ainda proteger as células contra desidratação, pois forma uma mucilagem que 
encapsula a hifa (PITSON; et al., 1993; MARTIN et al., 2007) 
 As proteases são enzimas que clivam ligações peptídicas, podendo ser classificadas 
quanto às condições hidrogeniônicas ideais para sua ação (ácidas, neutras e alcalinas); quanto 
à especificidade ao substrato (colagenase, elastase, etc) ou quanto à similaridade (pepsina, 
tripsinas, caseínas, etc) (KUBICEK, 1992), que no biocontrole funcionam degradando a parede 
celular do hospedeiro (MARTIM et al., 2007). 
 A produção de ácido hidrocinâmico (HCN) pelas RPCPs parece ser um fenômeno 
bastante comum. Este metabólito, derivado da glicina, além de apresentar propriedades 
inibidoras de patógenos, também pode promover diretamente o crescimento das plantas pelo 
aumento dos pêlos radiculares (LUZ, 1996). Deepa et al. (2010) constatou espéciemes de 
Bacillus thioparus produtores de HCN.Isolados de Pseudomonas putidapromoveram a 
acumulação de fenólicos e fitoalexinas em cotilédones de Phaseolus vulgaris por ação de HCN 
(ZDOR; ANDERSON, 1991). 
 A antibiose é o fenômeno mais comum, pelo qual um microrganismo inibe o crescimento 
de outro pela produção de compostos tóxicos (COOK; BAKER, 1989). Este método é bastante 
empregado para avaliar as potencialidades da ação de bactérias, principalmente sobre fungos 
fitopatogênicos (BARRA  et al., 2008; BARRETO et al., 2008; KÜNRKRANZ et al. 2009; RANA 
et al., 2010). 
 
3.7 IDENTIFICAÇÃO DE MICRORGANISMOS 
 
A correta identificação dos microrganismos é de fundamental importância para 





interesse biotecnológico. Para tanto, a utilização de técnicas rápidas e sensíveis que forneçam 
resultados confiáveis na identificação correta dos microrganismos são essenciais. Neste 
sentido, é necessário procurar pela otimização de protocolos e diversifiquem os métodos de 
pesquisa (ATKINS; CLARK, 2004).  
Os métodos fenotípicos clássicos utilizados para identificação de bactérias são 
importantes, tais como morfologia, testes bioquímicos e sorológicos, perfil de ácidos graxos e 
exopolissacarídeos e padrões enzimáticos. Porém, apresentam limitações que os tornam 
insuficientes para a discriminação acurada de espécies e estirpes (OLIVEIRA et al. 1999). Os 
fungos também vinham sendo identificados principalmente por meio de características 
morfológicas e bioquímicas, as quais nem sempre refletem sua real diversidade (FEGAN et al., 
1993). Contudo, quando estes os métodos taxonômicos clássicos estão associados às técnicas 
de biologia molecular, tornam-se, em conjunto, poderosas ferramentas para a caracterização e 
a identificação do germoplasma microbiano (GÜTLER; STANISICH 1996; OLIVEIRA et al. 
1999). 
Estudos conduzidos por Woese e Fox (1977) indicaram a utilização do RNA ribossomal 
(RNAr), mais especificamente da subunidade menor do ribossomo (16S para procariotos e 18S 
para eucariotos), como marcador filogenético universal. A sequência do RNAr está presente em 
todos os organismos e evolui em uma taxa relativamente baixa, permitindo a detecção de 
parentesco entre as espécies muito distantes, sofrendo pouca ou nenhuma transferência 
horizontal (HARRIS et al., 2003). 
Ao contrário das sequências codificantes do rDNA, as regiões espaçadoras internas 
(ITS)  evoluem rapidamente apresentando alto polimorfismo, tornando-se de grande interesse 
para estudos filogenéticos com relação a gêneros, espécies e populações (WHITE JUNIOR; 
MORROW, 1990).  
A filogenia, definida como o estudo das relações taxonômicas, é amplamente utilizada 
para determinar a relação existente entre os organismos, indicar seu possível grupo, suas 
relações com outros grupos e seu lugar nas famílias e reinos. A filogenia pode, também, ajudar 
a reconhecer ancestrais (WANG; MARTÍNEZ-ROMERO, 2000).  
 
 3.7.1 Sequenciamento parcial do gene 16S do rRNA 
 
 A utilização do gene 16S rRNA revolucionou o campo da ecologia microbiana 





domeio ambiente (KUSKE et al. 1997; HENTSCHEL, et al.,2002; BARRETO et al., 2008) e 
associadas a plantas (RIJAVEC et al., 2007; FÜRNKRANZ et al., 2009)  
Uma espécie bacteriana pode ser definida como um grupo de estirpes/isolados 
genomicamente semelhante, que compartilham um elevado grau de similaridade em várias 
características independentes (ROSSELLÓ-MORA; AMANN, 2001). O grau de similaridade de 
procariotos para se considerar uma espécie, deve ser maior que 97% na sequência do gene 
ribossomal 16S comparada à estirpe tipo, o que permite aos microbiologistas identificarem 
rapidamente novas espécies (VANDAMME et al., 1996;  GEVERS et al., 2005)  
 Pereira et al. (2011)  investigaram  a diversidade de bactérias associadas com as 
raízes de milho através do uso de sequenciamento parcial do gene 16S e (ITS) de 16S-23S. 
Kuske et al. (1997), construíram bibliotecas metagenômicas e sequenciaram parcialmente o 
gene 16S rRNA e, verificaram extensa diversidade nas comunidades bacterianas. Nesse 
trabalho foi observado, com relação à identificação dos microrganismos presentes no solo, que 
o sequenciamento parcial do gene 16S rRNA com aproximadamente 700 pb, apresenta 
resultados semelhantes aos encontrados no sequenciamento total do gene. Ratón et al. (2011) 
identificou espécies formadoras de endósporos em nível de gênero utilizando a região 
hipervariável  5’ (nucleotídeos 70-485) do 16S, assim como Reva et al., (2004) e Ouattara et 
al., (2010). Sequências parciais podem reduzir o tempo de análise e diminuir os custos do 
trabalho (SILVEIRA, 2004). 
   
3.7.2 Sequenciamento das regiões ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA 
 
As regiões mais usadas em sistemática são as que transcrevem os RNA ribossômicos 
(rDNA), pois estão em grande número de repetições (‘tandem’), além de não sofrerem seleção, 
comportam-se como neutros e podendo-se estimar o tempo da divergência entre os táxons 
(GARDES; BRUNS, 1993). Além de tudo, o rDNA de inúmeras espécies possuem suas 
sequências depositas em bancos de dados, permitindo comparações (NILSSON et al., 2010). 
No entanto, estes bancos de dados precisam ser utilizados com cuidado, pois podem conter 
vários tipos de erros, como de identificação e técnicos (NILSSON et al., 2006).  
 Essas regiões rDNA são caracterizadas pela alternância de sequências transcritas (ITS - 
região espaçadora interna) e não transcritas (IGS – região espaçadora intergênica). A ITS 
possui duas regiões denominadas de ITS-1, que se encontram entre o 18S e o 5.8S; já a ITS2, 





para a identificação molecular são: a) toda a região ITS pode ser amplificada com 
oligonucleotídeos universais; b) multicópias naturais de repetição de rDNA fazem a região ITS 
ser fácil para amplificar e c) estudos vêm demonstrando que regiões ITS são frequentemente 
variáveis entre a distinção morfológica das espécies de fungos (GARDES; BRUNS, 1993). 
Por suas características citadas acima a região ITS dorDNA  foi proposta como o 
marcador de código de barras oficial (barcoding) primário para fungos. Podendo ser empregado 
para identificação de um único taxa ou para amostras ambientais ("DNA barcoding ambiental") 
(BELLEMAIN et al., 2010).  
Estudos tem confirmado a utilidade da região ITS1-5.8S-ITS2: Farr et al. (2002) 
caracterizaram por análise molecular, linhagens de Phomopsis sp. isolados de Vaccinium 
corymbosum e V. macrocarpon. Verificaram que a maioria dos isolados tratava-se de 
Phomopsis vaccinii, uma vez que as sequências agruparam-se com uma cultura referência 
dessa espécie. Bhagat et al. (2011) identificou isolados de plantas mediciais em nível de 
gênero e espécie, assim como Sun et al. (2011) o fez com fungos de folhas de uma arbórea 
(Acer truncatum). No entanto, alguns estudos acabam por classificar os isolados até gênero 
como Pan et al. (2008) trabalhando com endofíticos de milho  e Bernardi-Wenzel et al. (2010) 
endofíticos foliares de planta medicinal (Luehea dicaricata). As regiões ITS1 ou/e ITS2 tem 
proporcionado altos rendimento em estudos de sequenciamento, permitindo análises criteriosas 
da diversidade de fungos (BUÉE et al., 2009; JUMPPONEN et al., 2009). 
Para alguns grupos de fungos, a região ITS não é suficiente para distinção de sua 
posição taxonômica, sendo necessário realizar análises multigênicas paradiscriminar espécies, 
como: o gênero Cladosporium (SCHUBERTet al., 2009), principalmente para complexos que 
envolvem a espécie C. cladosporioides (BENSCHet al., 2010);Phomopsis (VAN RENSBURG et 
al.,  2006; LAMPRECHTet al.,  2011) grupo este que está sendo redefinido; Fusarium, em 
especial os complexos F. graminearume G. fujikuroi(O´DONNEL et al., 2004; O´DONNEL et al., 














Identificação e caracterização de bactérias endofíticas de raízes de milho (Zea mays L.) 












Seis bactérias endofíticas de raízes de milho foram identificadas por sequenciamento parcial do 
gene 16S do rRNA, como sendo Bacillus sp. e uma como Enterobacter sp. Todas foram 
positivas para o indicativo de fixação de nitrogênio por formação de película, entretanto apenas 
LGMB128, LGMB163 e LGMB184 tiveram o gene nifH amplificado. Dois isolados do gênero 
Bacillus (LGMB128 e LGMB135), mesmo apresentando boas respostas quanto à produção de 
AIA, sideróforos e enzimas líticas, não se constituíram bons candidatos para atuar como 
promotores de crescimento de maneira direta, pois reduziram em cerca de 20% a germinação 
das sementes. No entanto, os mesmos tiveram um bom desempenho antagonista contra os 
fitopatógenos Colletotrichum graminicola e Fusarium verticillioides, Bipolaris maydis e 
Cercospora zea-maydis. Como indicativo de ação bacteriana favorável, Enterobacter sp. 
LGMB184 e Bacillus sp. LGMB186 aumentaram o volume radicular em 43,9% e 39,02% e a 
germinação das sementes em 47,0% e 55,5% respectivamente, mesmo não tendo apresentado 
as melhores respostas nos testes bioquímicos. Seu alto efeito específico, de induzir o aumento 
da área de absorção radicular, faz deles candidatos potenciais a testes futuros como 
inoculantes biológicos para a cultura do milho.  
 








Six endophytic bacteria from maize roots were identified by partial 16SrDNA gene sequencing 
as five Bacillus sp. and one Enterobacter sp. All of them were positive atin vitro nitrogen fixation 
test, however just LGMB128, LGMB163 and LGMB184 had nifH gene amplified. Two isolates 
from Bacillus genus (LGMB128 and LGMB135), even showed good results at IAA, siderophores 
and lytic enzymes production, were not good candidates to be plant growth promoters by direct 
way because they reduced about 20% of seed germination.However, they had good results at 
antagonist test against phytopathogens fungi Colletotrichum graminicola, Fusarium 
verticillioides, Bipolaris maydis and Cercospora zea-maydis. Like an indicative of bacteria 
beneficial action, Enterobacter sp. LGMB184 and Bacillus sp. LGMB186 increased root volume 
about 43.9% and 39.02%, and germination about 47.0% and 55.5% respectively, even they did 
not present the best results in biochemical tests. Their high specific effect inducing increase at 
root absorption area make them candidates for future tests as biological inoculants for corn 
crop. 
 




A literatura descreve que algumas bactérias, que vivem associadas a plantas, têm a habilidade 
de promover o crescimento vegetal (Compant et al. 2010). Esses microrganismos vêm 
despertando atenção, devido à necessidade de reduzir o uso de produtos químicos, num 
contexto de agricultura sustentável e atenta à proteção ambiental (Vale et al. 2010). Uma das 
estratégias consiste em explorar os benefícios da ação dos microrganismos sobre o cultivo de 
plantas na forma de inoculantes (Lucy et al. 2004). 
As bactérias promotoras de crescimento de plantas podem atuar diretamente, através de um ou 
mãos mecanismos, incluindo a fixação biológica de nitrogênio (Ashraf et al. 2011),solubilização 
de fosfato (Rodriguez et al. 2004), produção de hormônios como auxinas, giberelinas e 
zeatinas (Cassán et al. 2009) ou agirem indiretamente por meio do controle biológico de 
patógenos (Wang et al. 2009). Além disso, alguns estudos apontam para o trabalho 
preferencial com microrganismos residentes da planta em questão ou com isolados adaptados, 





al. 1998; Khalid et al.2004). 
Para a seleção de isolados que apresentem maior chance de serem eficientes no processo de 
colonização e promoção de crescimento, têm-se como aliadas as análises bioquímicas 
preliminares in vitro (Pal et al. 2001; Berg et al. 2002; Bernardes et al. 2010). 
Benefícios proporcionados por bactérias à cultura do milho já foram descritos, incluindo a 
promoção de crescimento, devido ao aumento da disponibilização de nutrientes proporcionado 
pela inoculação de B. subtilis em sementes (Canbolat et al. 2006), cepas de Azospirillum 
aumentaram a produção de grãos de milho de 24 a 30%, em relação aos controles não 
inoculados (Hungria et al. 2010). 
A classificação de microrganismos de importância agrícola é importante e para tanto gêneros 
bacterianos vem sendo identificados com sucesso utilizando o 16S rRNA, como Bacillus 
(Porwal et al. 2009; Deepa et al. 2010) Rhizobium, Burkholderia (Ferreira et al. 2011), 
Enterobacter, Pantoea, Serratia entre outros (Tian et al. 2009) 
O objetivo do presente estudo visou caracterizar por análises enzimáticas, fisiológicas e 
genéticasbactérias endofíticas de raízes de milho (Zea mays L.)com uso potencial na 
agricultura. 
 




As sete bactérias estudadas pertencem a coleção do Laboratório de Genética de 
Microrganismos (LABGEM) da Universidade Federal do Paraná. Foram isoladas por Ikeda 
(2010), de raízes de milho, em um ensaio de campo conduzido na Semília Genética e 
Melhoramento LTDA situada na região de Campo Largo-PR.  
Os fungos Cercospora zea-maydis (LGMF1047) e Bipolaris maydis (LGMF1048) foram 
gentilmente cedidas pelo Instituto Biológico de São Paulo. O Colletotrichum graminicola 
(LGMF1044) é oriundo da coleção da Embrapa Milho e Sorgo e Fusarium verticillioides 
(LGMF1046) advém da Universidade Federal Rural de Pernambuco. 
 
Identificação das bactérias por análise do gene 16S rRNA 
 





O DNA genômico foi obtido segundo protocolo de Raeder e Broda (1985), com as seguintes 
modificações: bactérias foram cultivadas por uma noite em 4 mL de meio líquido DYGS 
(Rodrigues Neto et al. 1986), sendo então centrifugadas por 2 min a 10.000 g.Adicionaram-se 
ao pellet 2 mL de tampão de extração (Tris-HCl pH 8,0 125 mMol/L; NaCl 2 Mol/L; EDTA pH 
8,0 50 mMol/L e SDS pH 7,2 a 1%), previamente aquecido a 60ºC.Após secagem, o DNA foi 
ressupendido em 50 μL de água ultrapura. A integridade foi verificada por eletroforese em gel 
de agarose a 0,8% (p/v), corado com GelRedTM (Biotium, Estados Unidos), diluido em Tampão 
de Amostra para 100X, observado em transluminador de ultravioleta (Ultraviolet Benchtop 
transilluminators)  e fotodocumentado (Programa Digidoc it). A quantificação e pureza foram 
avaliadas em espectrofotômetro (por comprimento de onda) NanoDrop 2000® (Thermo 
Scientific).  
 
Amplificação e purificação da região codificadora do gene 16S rRNA 
 
A amplificação foi realizada por PCR (Polymerase Chain Reaction) com os primers fD1 (5´-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e rD1 (5’-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’) (Weisburg et al. 
1991), com desnaturação inicial a 95°C por 2 min, 30 ciclos de 15 s a 94°C, 45 s a 93°C, 45 s a 
55°C, 2 min a 72°C, seguida de extensão final de 5 min a 72°C. A purificação com acetato de 
amônio 7,5 M foi realizado segundo Menna et al. (2006). Água ultrapura foi usada para 
ressuspender o DNA. A quantidade e pureza foram avaliadas como descrito acima e em gel de 
agarose a 1,5% (p/v), ajustando a concentração final para 16 ng µL-1. 
 
Sequenciamento parcial e análise do gene 16S rRNA 
 
Para a segunda reação de PCR utilizaram-se os primers desenhados pelo Prof. Leonardo M. 
Cruz (Dep. Bioquímica, UFPR, Curitiba, PR, Brasil): 362f (5’-
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG-3’), 786f (5’-CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG-3’) 
além do primer fD1(Weisburg et al. 1991). Adicionaram-se 80 ng do produto da primeira reação 
de PCR purificado, 0,25 µM de primer, 2 µL da mistura para sequenciamento ET e água 
ultrapura para completar um volume final de 10 µL. A amplificação foi realizada por 35 ciclos de 
30 s a 94°C, 15 s a 50°C e 90 s a 60°C. 
Após a amplificação, a purificação foi feita em placa com o gel de filtração Sephadex™ G-50 





Automático de DNA modelo MegaBACE1000 (Amersham Biosciences®).  
A verificação da qualidade das bases e montagem dos fragmentos foram realizadas no 
programa PhredPhrap Consed (Ewing et al.1998). Os alinhamentos foram realizados no 
programa PRANK (Löytynoja e Goldman 2010). Os percentuais de silimaridade foram obtidos 
no RDP (Ribosomal Database Project).   
As análise filogenéticas foram realizadas por Inferência Bayesiana com o software MrBayes 
3.1.2 (Ronquist e Huelsenbeck 2003), usando computação paralela (Altekar 2004) com quatro 
cadeias. O modelo evolutivo foi escolhido através do programa JModelTest (Posada e Kandral 
1998). O número de gerações e burnin foram definidos por múltiplas análises de sequências 
com avaliação da estabilidade topológica pelo pacote AWTY (Nylander et al. 2008) e a 
estabilidade paramétrica analisada pelo software Tracer 1.5. Com os valores adequados de 
burnin, as árvores finais foram sumarizadas com o software SumTrees do pacote DendroPy 
3.8.1 (Sukumaran e Holder 2010). 
 
Amplificação de gene da nitrogenase nifH 
 
A PCR foi realizada com os primersnifHF (5’-TACGGNAARGGSGGNATCGGCAA-3’) e nifHI 
(5’-AGCATGTCYTCSAGYTCNTCCA-3’) (Laguerre et al. 2001). Foi utilizada desnaturação 
inicial a 94°C por 2 min, 30 ciclos de 1 min s a 94°C, 1 min a 55°C, 3 min a 72°C, seguida de 
extensão final de 5 min a 72°C. A constatação foi feita por eletroforese em gel de agarose a 
1,5% (p/v), com marcador de massa, Low DNA Mass Ladder (Invitrogen®) e fotodocumentação 
como descrito acima. 
 
Caracterização enzimática e fisiológica das bactérias  
 
Fixação biológica de nitrogênio 
 
Seguindo-se a metodologia de Döbereiner et al. (1995), em meio Nfb semi-sólido (Baldani et al. 
1986), avaliou-se o potencial das bactérias em fixar o nitrogênio atmosférico. O indicativo foi a 
formação de película de crescimento.   
 






A quantificação de ácido indol acético (AIA) foi feita de acordo com Kuss et al. (2007), em meio 
DYGS.  Uma curva padrão de AIA foi construída com auxina comercial e correlacionada com a 
absorbância da amostra bacteriana. Os valores foram expressos em µg mL-1. 
 
Produção sideróforos e solubilização de fosfato de cálcio inorgânico 
 
A constatação da produção de sideróforos foi realizada pelo método universal de Schwyin e 
Neilands (1987), por Chrome Azurol-S (CAS) em placas de petri com meio DYGS. A 
solubilização de fosfato de cálcio foi realizada segundo Hara e Oliveira (2004). Halos claros ao 
redor da colônia, resultado positivo, foram mensurados. 
 
Produção de amônia e ácido cianídrico 
 
A verificação da produção de amônia foi realizada a partir da detecção da enzima urease por 
reação colorimétrica (Dye 1968). Para o ácido cianídrico (HCN), seguiu-se o método de Bakker 
e Schippers (1987), em meio King B (King et aI. 1954), suplementado com 4,4 g/L de glicina.  
 
Detecção de enzimas líticas  
 
As bactérias foram semeadas em meio mineral contendo como única fonte de carbono: 
carboximetilcelulose a 0,5%, para a detecção de celulases; quitina coloidal a 0,08%, obtida 
segundo Moura et al.(2005), para a detecção de quitinases e 0,5% de laminarina, para 
detecção de β-1,3-glucanase (Renwick et al.1991). Na determinação da atividade amilolítica e 
pectinolítica utilizou-se a metodologia descrita por Hankin e Anagnostakis (1975), em meio 
mínimo M9 (Sambrook e Russell 2001) contendo 0,5% de extrato de levedura e 0,2% de amido 
solúvel (v/v) para teste de amilase e 0,5% de pectina (v/v) para o teste de pectinase. A 
atividade proteolítica dos isolados foi verificada pela degradação da caseína em meio-leite-
desnatado-ágar (Berg et al.2002). Os testes mostraram-se positivos com aparecimento de halo 









Agar (BDA), por meio de duas estrias equidistantes e um disco de 5mm do micélio do fungo 
disposto no centro da placa, crescido por cinco dias. A inibição foi avaliada por medições, do 
raio de crescimento do fungo e comparação com o controle, não submetido a bactérias.  
 
Germinação de sementes de milho inoculadas 
 
Uma suspensão de células bacterianas foi incubada, a 30°C por 24 h a 150 rpm em meio 
DYGS. Em seguida, a suspensão foi centrifugada a 5000 g e ressuspendida em salina (NaCl 
0,85%). A concentração foi ajustada para 2 x 109 mL-1, em espectrofotômetro OD540,a partir de 
curva de crescimento exponencial realizada previamente. Um mL desta solução foi inoculada 
em 100 sementes de milho do híbrido comercial SX2530 (Semilia LTDA), previamente 
desinfestadas superficialmente (Shiomi et al. 2008) e internamente, para eliminação de fungos, 
em água quente (Daniels 1983), para confirmação das desinfestações amostras das sementes 
foram colocadas para germinar em placas de petri com meio BDA. A quantidade de células na 
semente foi mesurada por contagem em placa (UFC), as bactérias foram extraídas com uso de 
solução salina 0.085% por agitação em vortex (Silva e Reis 2004). As mesmas foram 
germinadas em B.O.D. a 28ºC em papel filtro umedecido com água destilada. As avaliações de 
comprimento (cm) e volume (cm3) de raiz e hipocótilo, foram feitas aos 4 e 7 dias (Cassán et al. 
2009) por meio do software Win-rhizo v. 4.0, (Regent Systems, Quebec, Canadá). 
As análises estatísticas foram executadas no programa Assistat 7.6 Beta e os dados 




Filogenia molecular dos isolados bacterianos 
 
Após alinhamento das sequências do gene 16S rRNA, uma região de 1512 pb foi considerada 
para a análise filogenética, juntamente com espécies tipo retiradas do RDP. O isolado 
LGMB184 grupou-se junto ao gênero Enterobacter com suporte de ramo de 100%. Este 
mesmo isolado obteve suporte de 96% e similaridade de 98% com a estirpe tipo E. asburiaeT 
JCM6051. Os seis demais isolados bacterianos pertencem ao gênero Bacillus. Dentre 






Amplificação gene nifH 
 
Os isolados Bacillus LGMB128, LGMB163 e a Enterobactersp. LGMB184 foram positivos para 
amplificação do gene nifH, com amplificação de cerca de 780 pb. 
 
Caracterização enzimática e fisiológica das bactérias 
 
Na detecção do potencial fixador de nitrogênio, todos os isolados apresentaram um indicativo 
positivo pelo teste de película (Tabela 1). Somente a Enterobacter sp. não produziu sideróforos. 
Entretanto todos produziram AIA com destaque para os Bacillus LGMB128 e LGMB135 com 
105,2 e 105,11 µg mL-1 respectivamente. Somente Bacillus sp. LGMB186 produziu amônia.  
Detectou-se a atividade das seguintes enzimas líticas nos isolados: celulase LGMB128, 
LGMB155 e LGMB163; amilase LGMB128, LGMB135, LGMB155 e LGMB163; pectinase 
LGMB128, LGMB135, LGMB155, LGMB163 e LGMB227; protease, por degradação da caseína 
LGMB135, LGMB155, LGMB163, LGMB186 e LGMB227. Todos os isolados foram negativos 
para os testes de solubilização de fosfato, produção de HCN, quitinase e β1,3-glucanase 




Os sete isolados bacterianos reduziram significativamente o crescimento dos fungos, cabendo 
destacar inibições superiores a 70% sobre alguns: LGMB128 (B. maydis, C. graminicola e C. 
zea-maydis), LGMB135 (B. maydis e C. graminicola), LGMB155 (C. zea-maydis), LGMB163, 
LGMB184, LGMB186 e LGMB227 (C. graminicola e C. zea-maydis) (Tabela 2).  
 
Germinação de sementes milho inoculadas 
 
A inoculação resultou em 107 UFC semente-1. Os isoladosBacillussp. LGMB128 e LGMB135 
reduziram o percentual de germinação em cerca de 27% (Tabela 3). Ao contrário, aumentos de 
aproximadamente 52% foram promovidos por LGMB155, LGMB184 e LGMB186. Já LGMB163 
e LGMB227 elevaram em 36,5% e 15,8% a germinação respectivamente.  LGMB163, 
LGMB184 e LGMB186 promoveram aumento de volume radicular (14,6%, 43,9% e 39,02% 









A ferramenta molecular de sequenciamento do 16S rRNA possibilita identificar gêneros 
bacterianos oriundos de várias espécies vegetais, com precisão: cana de açúcar (Ratón et al. 
2011), milho (Pereira et al. 2011) e arroz (Beneduzi 2008).  No entanto para a definição precisa 
de espécies e mesmo de subespécies, como por exemplo, Bacillus subtilis seria necessário a 
análise de outros genes, como o gyrA (Chun; Bae 2000).  
A totalidade dos isolados apresentou o indicativo de fixação de nitrogênio, pela formação de 
película de crescimento. No entanto, apenas três (LGMB128, LGMB163 e LGMB184) 
amplificaram o gene nifH. Os genes de fixação de nitrogênio são encontrados em diversos 
grupos filogenéticos (Affourtit et al. 2001). Dentre eles, o nifH é um dos mais antigos e 
funcionais (Rosado et al. 1998) e sua amplificação por meio de primers degenerados é uma 
ferramenta útil para confirmar fixadores potenciais (Zehr et al. 1996).  
Neste estudo todos os isolados produziram AIA em diversas quantidades. As bactérias que 
produziram níveis mais baixos, LGMB184 e LGMB186, tiveram melhor desempenho no 
alongamento e volume radicular, característica de grande interesse que proporciona maior 
superfície de absorção de nutrientes. Os efeitos da auxina dependem de sua concentração, ou 
seja, quando é baixa pode estimular o crescimento e quando é alta pode ser inibitória até 
mesmo da germinação (Arshad e Frankenberger 1991). Isso pode ocorrer em virtude do AIA 
microbiano modificar a auxina endógena da planta para um nível ótimo ou acima dele(Patten e 
Glick 1996). Estes fatos foram constatados por Sarwar e Kremer (1995), ao comparar a 
produção de auxinas entre bactérias promotoras e inibidoras de crescimento, verificarando  que 
as últimas produziram altos níveis e inibiram o crescimento da raiz de Convolvulus arvensis; 
Baranzani e Friedman (1999) observaram o mesmo  efeito com Lactuca sativa. Araujo e 
Guerreiro (2010), trabalhando com Bacillus, constataram que a maioria dos isolados 
promotores de crescimento do milho não correspondia aos maiores níveis de produção do AIA. 
A espécie Pseudomonas fluorescens, cuja produção de AIA foi de apenas 15,63 µg mL-1, 
estimulou aumento do comprimento radicular em plantas de milho, segundo Hernández-
Rodríguez et al. (2008). 
A capacidade de produzir sideróforos é relatada em Bacillus (Pereira e Castro-Silva, 2010) e 





Enterobactersp.(LGMB184) não o produziu. Sideróforos produzidos por bactérias que 
promovem o crescimento vegetal podem agir por dois mecanismos: promoção crescimento, 
pois o ferro está geralmente indisponível para as plantas, que dependem de quelantes 
orgânicos para manter um suprimento adequado (Powell et al.1980) e,indiretamente pela 
privaçãodos patógenos da presença de ferro (Ahmad et al. 2008). 
Enzimas líticas tais como β-1,3-glucanases, celulases, proteases, amilases e quitinases estão 
ligadas a atividades hiperparasiticas (Kim; Chung, 2004), pois têm a propriedade de degradar a 
matrizestruturaldas paredes de célulasfúngicas(Oppenheim eChet, 1992). As pectinases, assim 
como as celulases, também auxiliam na penetração da bactéria dentro da planta hospedeira. 
Podem também promover a indução de resistência sistêmica (Hallmann et al. 1997). No 
presente estudo, estas enzimas foram detectadas em indivíduos do gênero Bacillus, 
corroborando com Ratón et al. (2011). A ação inibitória sobre fungos fitopatógenos pode 
decorrer também pela amônia liberada por bactérias, relatado por Fravel (1988) com 
Enterobacter cloacae sobre Verticillium dahliae e Pythium ultimum.  
No Brasil, dentre os fitopatógenos de campo que acometem o milho, F. verticilliodes é o mais 
frequente (Peixoto et al. 1998).Também são comumente detectados os patógenos: C. 
graminicola,B. maydis, (Pinto 1998) e C. zea-maydis, que passou a ser importante no Brasil 
nas últimas décadas (Pereira et al. 2005). Dos isolados testados neste trabalho, os que mais 
reuniram altos percentuais de inibição, contra os quatro fungos confrontados, foram osBacillus 
sp. LGMB128 e LGMB163. São conhecidas as habilidades antagônicas deste gênero contra 
diversos fungos, por exemplo: F. moniliforme, F. graminearum, M. phaseolina (Pal et al.2001), 
Colletotrichum truncatum e Fusarium oxysporum (Araujo e Guerreiro 2010). Uma das 
vantagens da estratégia de controle biológico utilizando bactérias endofíticas reside em que 




Este estudo identificou por sequenciamento quase que total do gene 16S rRNA espécies 
putativas de Enterobacter asburie e Bacillus pumilus e  permitiu chegar ao gêneroBacillus para 
os demais isolados. Constatou que osBacillusLGMB128 e LGMB163 possuem bom 
desempenho antagonista contra fitopatógenos de milho. Mostrou ainda que o Bacillus pumilus 
LGMB186 e a Enterobacter asburie LGMB184combinaram, a capacidade de fixar nitrogênio, 





levandoaacréscimos no percentual de germinação das sementes emelhorando o 
desenvolvimento inicial das plantulas, sendo estes os mais promissores para emprego na 
cultura do milho.  Estudos futuros são necessários para testar o potencial biotecnológico destes 
isolados a campo, esperando contribuir como meio de fonte alternativa auxiliar no cultivo do 
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Figura 1 Árvore filogenética do gene 16S rRNA (quase total) dos isolados deste estudo e 
estirpes referência obtidas no RDP. Utilizados fragmento de 1512 pb após alinhamento. Dados 
gerados por inferência Bayesiana, como grupo externo Alicyclobacillus herbarius.Suportes de 
ramos menores que 50% não foram mostrados. 
 
 AB042055 Alicyclobacillus herbarius DSM13609 T
 NR_043401 Bacillus megaterium T IAM 13418
 HQ223107 Bacillus tequilensis T 10b
 NR_024693 Bacillus mojavensis T IFO15718
 EU194897 Bacillus methylotrophicus T CBMB205
 GQ281299 Bacillus siamensis T GQ281299
 AB325583 Bacillus amyloliquefaciens T NBRC 15535
CP000002 Bacillus licheniformis T ATCC 14580
 NR_024696 Bacillus vallismortis T DSM11031






 AY456263 Bacillus pumilus T DSMZ27
 LGMB186
NR_024640 Enterobacter asburiae T JCM6051
LGMB184
NR_024643 Enterobacter aerogenes T JCM1235
NR_024642 Enterobacter amnigenus T JCM1237
NR_028993  Enterobacter kobei T CIP 105566
NR_042349 Enterobacter ludwigii T DSMZ 16688
FJ971883 Enterobacter cloacae T ATCC13047
EF433411 Bacillus sonorensis T BCRC 17416
 AJ276351 Bacillus subtilis T IAM 12118
 AJ831844 Bacillus aerophilus T 28K
 AJ831841 Bacillus stratosphericus T AJ831841
AJ831842  Bacillus altitudinis T 41KF2b
 AF234854 Bacillus safensis T FO-036b
NR_043268 Bacillus idriensis T SMC 4352-2














































LGMB128  105,0 A  +++ + + +++ -  S N 
LGMB135  105,1 A  +++ + - ++ ++  S N 
LGMB155  70,1 BC  +++ + + +++ ++  S N 
LGMB163  96,3 AB  +++ + ++ +++ +  S N 
LGMB184  52,6 C  - + - - -  N N 
LGMB186  35,1 C  + + - - ++  N S 
LGMB227  70,1 AB  ++ + - - +  S N 
MG  0,7               
CV%  21,0               
Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Duncan a 1% de probabilidade; (MG) média geral, 















Tabela 2 Atividade antifúngica dos isolados bacterianos, representada pela média do raio da colônia do fungo (cm) e pelo 
percentual (%) de inibição que o isolado bacteriano promoveu sobre o crescimento fúngico. O controle não estava submetido a 
bactéria. 
 
 B. maydis C. graminicola* F. verticillioides C. zea-maydis 
Isolados       cm %       cm %       cm %       cm % 
Controle 3,6 A  3,4 A 2,7 A  2,4 A  
LGMB128 0,9 G 73,5 1,0 C 70,6 1,0 C 60,1 0,5 E 77,9 
LGMB135 1,1 F 70,8 0,9 CD 71,8 1,1 C 57,5 1,3 B 45,8 
LGMB155 2,2 C 38,6 1,1 B 67,6 1,1 C 57,5 0,6 C 75,0 
LGMB163 1,1 E 68,9 0,9 DE 72,6 0,9 D 67,7 0,6 C 75,0 
LGMB184 2,3 C 37,7 1,0 CD 70,6 1,8 B 31,2 0,6 C 75,0 
LGMB186 3,5 B 3,6 0,8 F 75,6 1,8 B 31,2 0,6 C 75,0 
LGMB227 1,8 D 49,6 0,9 EF 73,5 1,1 C 57,5 0,6 D 76,6 
DMS  3,5   8,6   7,0   6,2  
Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis a 1% de probabilidade; (*) teste a 5% 





Tabela 3 Médias da germinação de sementes de milho, com 4 e 7 dias, submetidas 
à inoculação com os isolados bacterianos, na concentração de 2 x 109 e 
concentração de 107 semente-1. Controle usou-se apenas salina. Comprimento 
(mm), volume (mm3). Germinação das sementes está expresso em percentual. 
 Raiz Hipocótilo  Germinação 
Isolados 
 Comprimento  Volume Comprimento  Volume  % 
Controle  80,2 D  0,4 C 154,6 A 5,0 A  63 E 
LGMB128  20,7 H  0,1 E 43,3 G 1,2 H  47 F 
LGMB135  68,3 E  4,8 B 74,5 E 2,6 E  44 G 
LGMB155  48,0 G  0,3 D 89,0 D 2,8 D  98 A* 
LGMB163  83,0 C*  0,5 BC 101,0 B 3,1 C  84 C* 
LGMB184  103,8 B*  0,6 A* 41,9 H 1,6 G  90 B* 
LGMB186  107,5 A*  0,6 A* 94,8 C 3,9 B  98 A* 
LGMB227  61,4 F  0,4 C 55,8 F 1,9 F  73 D* 
DMS  5,7   21  14  16   2,2  
Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey 
a 1% de probabilidade. (MG) média geral, (CV%) coeficiente de variação percentual. 



























“Diversidade genética de fungos associados a folhas de duas linhagens de 

















Objetivou-se realizar um levantamento dos fungos associados a folhas de duas 
linhagens de milho e analisar a diversidade da microflora presente. Os isolados 
foram identificados por meio de caracterização morfológica e taxonomia molecular 
da região ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA.  Obtiveram-se 27 fungos, 15 deles provenientes 
da linhagem 1, onde predominaram indivíduos da classe Dothideomycetes com 
86,7% (P. sorghina, E. nigrum, Cladosporium sp., Bipolaris zeicola., complexo A. 
alternata-AAC) e 13,3% de Sordariomycetes (Phomopsis sp. e Nigrospora sp.); para 
a linhagem 2 a proporção das ordens foi inversa, 25,0% de Dothideomycetes (E. 
nigrum e Pleosporales) e 75,0% de Sordariomycetes (complexo G. fujikuroi-GFC, 
complexo F. graminearum-FgC, Phomopsis sp. e Nigrospora sp.). Este estudo 
possibilitou por características morfológicas e filogenia molecular, identificar fungos 
de grupos saprófitas, micotóxicos e fitopatogênicos co-habitando tecidos foliares de 
milho e de maneira diferencial para as duas linhagens avaliadas.  
 







The objective was to study fungi associated with leaves from two maize hybrid 
varieties and analyze microflora diversity. Fungi isolates were identified by 
morphological and molecular taxonomy by ITS1-5.8S-ITS2 rDNA region amplification 
and Maximum Likelihoodphylogenetic analysis. Twenty-seven fungi were obtained, 
fifteen from hybrid one, in which predominated Dothideomycetes class (about 86.7%: 
P.sorghina, E. nigrum, Cladosporium sp. Cochliobolus sp. Complex A. alternata-
AAC) and 13.3% Sordariomycetes (Phomopsis sp. and Nigrospora sp.). From hybrid 
two, ratio was reversed: 25.0% Dothideomycetes (E. nigrum and Pleosporales) and 
75.0% Sordariomycetes (Complex G. fujikuroi-GFC, Complex F. graminearum-FGC, 
Phomopsis sp. and Nigrospora sp.). In this study, it wasobserved fungi identification 
by morphological and molecular phylogeny, since order until species of saprophytic, 
phytopathogenic and micotoxinic fungi which co-habit corn leaf tissue differentially for 
both maize varieties analyzed. 
 




O milho (Zea mays L.) tem alto impacto econômico na agricultura brasileira. Isso 
ocorre, por ser uma commodity em ascensão no mercado internacional e em função 
de sua extensa cadeia produtiva. Além disso, é peça fundamental na composição do 
sistema de rotação de culturas (Bono et al. 2008). 
As folhas representam uma das interfaces mais dinâmicas das plantas. Fungos que 
habitam este tecido compartilham características que permitem a eles, crescer e 
persistir em um ambiente em constante mudança bioquímica, que se deve 
principalmente às diversas fases de desenvolvimento da planta (Juniper 1991).  
O mutualismo de plantas e fungos endofíticos leva a consequências desejadas, 
como a diminuição da herbivoria (Sieber 2007), aumento da resistência à seca (Hyde 
e Soytong 2008), promoção de crescimento vegetal (Ting et al. 2008) e controle de 
insetos  e fungos fitopatogênicos (Ownley et al. 2010; Orole e Adejumo 2009). 
No entanto, os fungos também são os principais microrganismos causadores de 





da semente, morte da plântula (Reis et al. 2004) e danos no período de 
armazenagem dos grãos (Tanaka et al. 2001). Além disso, as sementes 
contaminadas quando ingeridas, podem levar a intoxicações graves (Harrison et 
al.1990; Kellerman et al. 1990; Bills et al. 1992; Scott 2001; Pinto et al. 2007).  
A análise de sequências de rDNA vêm sendo utilizadas na identificação e para 
estimar a diversidade de fungos endofíticos. Dentro do locus rDNA, a região ITS tem 
sido particularmente útil para a análise de espécies fúngicas de diversos gêneros 
(Yuan et al. 2010; Koukol et al. 2011), pois possui múltiplas cópias no genoma e sua 
região poder ser amplificada por primers universais (Gardens e Bruns, 1993).  
Inclusive vem sendo usado, desde o ano de 2007 como marcador de código de 
barras (barcoding) primário para fungos (Bellemain et al. 2010). 
Tem-se reconhecido que a interação dos microrganismos e seus hospedeiros podem 
ser influenciadas por vários aspectos, como: a diversidade genética dos simbiontes, 
as maneiras pelas quais eles são adquiridos do ambiente e sua capacidade 
individual de colonizar os hospedeiros, além das interações diretas e indiretas com 
ambiente, e a própria história evolutiva de cada um. Todos estes aspectos ainda 
estão envolvidos pela arquitetura genômica, a qual está associada à patogenicidade 
ou outros modos ecológicos de interação (endofitismo ou saprofitismo) (Herre et al. 
1999;  Maynard Smith e  Szathmary,  1997).  
Este estudo teve por objetivo realizar levantamento dos fungos associados a folhas 
de duas linhagens de milho, utilizando características morfológicas e taxonomia 
molecular e analisar a diversidade genética presente. 
 




As amostras foliares foram coletadas de duas linhagens (L1 e L2) de milho (Zea 
mays L.). Ambas apresentavam lesões, L1 tinha manchas características de 
cercosporiose, cujo agente etiológico conhecido é Cercospora zea-maydis e L2 com 
manchas típicas de lesão de Exserohilum turcicum. As plantas estavam na fase 
fenológica de enchimento dos grãos.  E foram cultivadas a campo na estação 
experimental da empresa Semília Genética e Melhoramento LTDA, região de Campo 





O isolamento dos fungos foi realizado como descrito por Petrini (1986) e adaptado 
por Glienke-Blanco et al. (2002), no qual, folhas foram lavadas com água corrente e 
em seguida, tratadas com etanol 70% (v/v) por 1 min, NaClO 3% (v/v) por 4 min, 
etanol 70% (v/v) por 30 s e 3 lavagens consecutivas em água. Cinco fragmentos (5-7 
mm) por placa foram incubados a 28°C no escuro, em meio de cultura Batata 




As colônias obtidas foram agrupadas em morfotipos por características 
micromorfológicas (estruturas de reprodução) por meio da técnica de microcultivo 
(Kern e Blevins 1999) e macromorfológicas (e.g. cor, estrutura da colônia e 
velocidade de crecimento). Em meio BDA e STT, foram incubadas a 28°C, por 7, 14 
e 21 dias (Brunelli et al.2006). As lâminas foram coradas com lactofenol azul de 
algodão e visualizadas em microscópio óptico. Quando possível, os caracteres 
morfológicos foram comparados em chaves taxonômicas (Griffin 1993; Seifert 1996; 
Watanabe 2002; Bensch et al. 2010) 
Os isolados foram depositados na coleção de microrganismos do Laboratório de 
Genética de Microrganismos (LABGEM) da Universidade Federal do Paraná, 
Curitiba, Paraná, Brasil. Para preservação utilizaram-se tubos inclinados contendo 
meio BDA, mantidos a 4ºC e também armazenaram-se discos de meio de cultivo 
com micélio em água destilada à temperatura ambiente (Castellani 1967). 
 
Extração do DNA genômico, amplificação e sequenciamento da região ITS1-5.8S-
ITS2 do rDNA 
 
 A extração de DNA foi realizada utilizando-se o Ultraclean Microbial DNA Isolation 
Kit, (MoBio, Carlsbad, CA, EUA), de acordo com as orientações do fabricante. O 
DNA foi ressupendido em 20 μL de água ultrapura. A integridade foi verificada por 
eletroforese em gel de agarose a 0,8% (p/v), corado com GelRed TM (Biotium, 
Estados Unidos) diluido em Tampão de Amostra para 100X, observado em 
transluminador de ultravioleta (Ultraviolet Benchtop transilluminators)  e 





em espectrofotômetro (por comprimento de onda) NanoDrop 2000® (Thermo 
Scientific). 
A amplificação das regiões ITS1-5.8S-ITS2foi realizada por PCR (Polymerase Chain 
Reaction) utilizando os primersV9G(De Hoog e Gerrits Van Den Ende1998) e ITS4 
(White et al. 1990) com 10 ng de DNA, tampão de PCR 1X, 0,5U de Taq polimerase, 
0,1 µM de primers (1,25 pmol/reação), 0,2 mM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl2 e 
volume final de 12,5 µL.  A desnaturação inicial foi a 94°C por 2 min, 35 ciclos de 30 
s a 94°C, 1 min a 55°C, 1 min a 72°C, e extensão final de 3 min a 72°C. A 
verificação da integridade do DNA foi realizada como descrito acima em gel de 
agarose a 1,5% (p/v). A purificação com acetato de amônio 7,5 M foi realizada 
segundo Menna et al. (2006). Água ultrapura foi usada para ressuspender o DNA. A 
quantidade e pureza foram avaliadas em espectrofotômetro como descrito acima, 
ajustando a concentração final para 10 ng/µL. 
Para a reação de sequenciamento, adicionaram-se 50 ng do DNA purificado, 1 µM 
de primer, 2 µL da mistura para sequenciamento ET (kit: DYEnamic ET Dye 
Terminator Cicle Sequencing Kit for MegaBace, Amersham Bioscience®) e água 
ultrapura para completar um volume final de 10 µL. A amplificação foi realizada por 
35 ciclos de 30 s a 94°C, 15 s a 50°C e 60 s a 60°C. 
Após a amplificação, a purificação foi feita em placa com o gel de filtração 
Sephadex™ G-50 medium (GE Healthcare®) e então submetido à eletroforese em 





A verificação da qualidade das bases foi feita no programa Phred (Ewing et al.  
1998). As sequencias foram comparadas no BlastN e os isolados referência foram 
captados no banco de dados do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Os alinhamentos 
foram realizados no programa PRANK (Löytynoja e Goldman 2010). Para busca das 
arvores de Máxima Verossimilhança  foram utilizadas as configurações de algoritmo 
padrão no programa GARLI 2.0 (Zwickl 2006). As análises de bootstrap foram feitas 







Diversidade e associações ecológicas 
 
A diversidade fúngica foi estimada pelos índices de:Shannon-Weaver que 
geralmentevaria entre 1 e 3,5 e assume pesos iguais entre espécies raras e 
abundantes (Shannon e Weaver 1949)além de ser sensível à presença de tipos 
raros (Peet, 1974). Foi também estimada pelo índice de Simpson, queindica valores 
entre 0 e 1, dá maior peso a espécies comuns (Simpson 1949) e estabiliza com 
menores tamanhos de amostras(Gimaret-Carpentier et al. 1998). Ambos consideram 
que quanto maior o valor, maior adiversidade. Estes índices foram aplicados para o 







Os 27 fungos obtidos do isolamento das folhas de milho, de duas linhagens (L1 e 
L2), foram classificados por características morfológicas. Destes, 15 foram isolados 
do L1 e 12 do L2. Visualizaram-se as estruturas de reprodução de 92,6% (n=25) dos 




Da linhagem1 obtiveram-se 86,7% (n=13) de Dothideomycetes (P. sorghina, E. 
nigrum, Cladosporium sp., Cochliobolus sp., complexo A. alternata-AAC) e 13,3% de 
Sordariomycetes (Phomopsis sp. e Nigrospora sp.); para a linhagem 2 a proporção 
das ordens foi inversa, 25,0% de Dothideomycetes (E. nigrum e Pleosporales) e 
75,0% de Sordariomycetes (complexo G. fujikuroi-GFC, complexo F. graminearum-




Foram construídas árvores filogenéticas por Máxima Verossimilhança. Dentre estes 





possível atribuir gênero a 7 fungos: LGMF1026, LGMF1040 e 
LGMF1245(Phomopsis); LGMF1020 (Cladosporium) e LGMF1017, LGMF1038 e 
LGMF1039 (Nigrospora). Posicionaram-se 7 indivíduos em 3 grupos de espécies 
complexas: complexo Alternaria alternata (AAC) (LGMF1018 e LGMF1021), com 
suporte de ramo de 99%; complexo Fusarium graminearum (FgC) (LGMF1036 e 
LGMF1037) e complexo Gibberella fujikuroi (GFC) (LGMF1049, LGMF1050 e 
LGMF1243) com suporte de 93% e 82% respectivamente (Fig 1). 
Os isolados LGMF1013 e LGMF1022 agruparam-se fortemente junto a espécie 
Bipolaris zeicola, com suporte de ramo de 98%. Ambas apresentaram similaridade 
de 100% com B. zeicola ATCC 48129 (Tabela 1). 
O LGMF1014, LGMF1016, LGMF1019, LGMF1024, LGMF1025 LGMF1042 e 
LGMF1043 foram enquadrados junto ao grupo de Epicoccum nigrum. Todoscom 
similaridade de 99% com E. nigrum CBS 115825 exceto LGMB1042 com 98%.  
No clado de Phoma sorghina agruparam-se LGMF1015, LGMF1023 e LGMF1051. 
Os três possuem maior similaridade com P. sorghina PD88/549, os dois primeiros 
com 99% e o último com 96%. 
 
Diversidade e associações ecológicas 
 
A ordem mais representativa foi Pleoporales com 15 isolados (55,5%), 12 advindos 
do L1 e 3 do L2. Seguido tem-se a ordem Hypocreales com 5 fungos (18,5%), sendo 
todos isolados a partir da linhagem L2 de milho. Diaporthales e Trichosphaerales 
contribuíram com 3 isolados cada, sendo um do L1 e dois do L2 para ambas. E 
Capnodiales, a menos representativa, com 1 isolado oriundo do L1. 
Os gêneros predominantes nas linhagens L1 e L2 foram respectivamente Phoma 
(58%) e Fusarium (42%). A linhagem1 totalizou 6 gêneros e a linhagem 2 reuniu 4 
(Fig 2). 
A riqueza de espécie (S) total foi de 13. E (S) para L1 e L2 foi 8 e 6 respectivamente. 
O índice de diversidade de Shannon-Weiner e Simpson para o total de isolados das 
duas linhagens foi H’=2,067 e 1-D=0,855. Comparando a diversidade de L1 e L2 








Comumente a identificação de fungos envolve análises de caracteres morfológicos 
por meio de micro cultivo e auxilio de chaves taxonômicas, além de análises 
filogenéticas. Este conjunto de técnicas favorece uma identificação mais precisa 
(Bernardi-Wenzel et al. 2010).  Nesse contexto a região ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA 
vem sendo empregada com sucesso para inúmeros taxa (Bhagat et al. 2011; Sun et 
al. 2011).  
Neste estudo, a espécie mais abundante foi Epicoccum nigrum [Punith., M.C. Tulloch  
e C.M. Leach 1972] fungo ubíquo que pode exibir um estilo de vida endofítica 
(Arnold 2007; Schulz e Boyle 2005), mas também está associado com a 
decomposição primária de tecidos vegetais (Mims e Richardson 2005). E. nigrum 
tem sido usado como um agente de controle biológico, por exemplo, contra Monilinia 
spp. em pêssegos e nectarinas (De Cal et al. 2009) e contra Pythium em algodão 
(Hashem e Ali 2004).  
Já foi descrito que espécimes de Phoma sorghina [(Sacc.) Boerema, Dorenb. e 
Kesteren 1973] são morfologicamente e filogeneticamente muito diversificadas 
(Aveskamp et al. 2009, Pažoutová 2009) e provavelmente, representam múltiplas 
espécies (Aveskamp et al. 2010). Esta espécie também é agente etiológico da 
mancha foliar de Phaeosphaeria em milho, juntamente com Phaeosphaeria maydis 
(Amaral et al 2003).  
A mancha de Bipolaris, causada por Bipolaris zeicola [(G.L. Stout) Shoemaker 1959] 
se encontra bem distribuída no Brasil, com severidade entre baixa e média. 
Atualmente, em algumas áreas das regiões Centro-Oeste e Nordeste têm ocorrido 
com elevada severidade em cultivares suscetíveis (Costa et al. 2010). Corroborando 
com os dados dete estudo, com a região ITS diferencia espécies de Cochliobolus 
que inclui C. heterostrophus, C. carbonum e C. victoriae, B sacchari e B. sorghicola 
(Berbee, 1996). 
O complexo Alternaria alternata (AAC) é um grupo, com poucos caracteres 
morfológicos ou moleculares que permitem discriminação inequívoca entre taxa 
(Andrew et al. 2009). Não houve diferenciação entre os membros deste grupo pela 
análise da subunidade mitocondrial ribossomal maior (mtLSU), betatubulina (Bt), 
actina (ACT), calmodulina (CAM), quitina sintase, fator de alongamento alfa (EF) e 
1,3,8-trihydroxynaphthalene redutase (Peever et al.  2004). Consequentemente, 
ainda não está claro como este clado deve ser considerado filogeneticamente 





interesse alimentício, que podem causar deterioração durante o transporte e o 
armazenamento. É responsável pela produção de uma série de micotoxinas, que 
incluem o alternariol (AOH), éter alternariol monometil (AME), altenuene (ALT), 
altertoxins I, II e III (ATX-I, -II e -III), e L-ácido tenuazonic (TeA) (Scott 2001).   
O gênero Fusarium está extremamente difundido, a prova disso é que pelo menos 
80% de todas as plantas cultivadas estão associadas a pelo menos uma doença 
causada por uma de suas espécies (Leslie e Summerell 2006). Plantas de milho 
assintomáticas, para podridão de colmo, mas infectadas por F. moniliforme podem 
apresentar reduções de 50% da capacidade fotossintética. Isto implica na diminuição 
dos componentes de transporte de elétrons e uma consequente redução na síntese 
de carboidratos, sendo possivelmente causada por toxinas produzidas pelos fungos 
(Pinto et al. 2000). As espéciesF. verticillioides e F. subglutinans produzem toxinas 
como: tricotecenos, desoxinivalenol, zearalenona e fumonisina B1 (Pinto et al.  
2007).  
Para o complexo de espécies de F. graminearum, caracteres morfológicos e 
sequenciamento de ITS-5.8S-ITS2 do rDNA não são suficientes para a identificação 
precisa de isolados ao nível de espécies (O´Donnell et al. 2000). Portanto, a 
determinação das espécies que compõe este complexo foi feita baseando-se em 
análises multigênicas, de até 13 genes, ficando resolvida em 13 espécies: Fusarium 
acacia-mearnsii, Fusarium aethiopicum, Fusarium asiaticum, Fusarium 
austroamericanum, Fusarium boothii, Fusarium brasilicum, Fusarium cortaderiae, 
Fusarium gerlachii, F. graminearum sensu stricto, Fusarium meridionale, Fusarium 
mesoamericanum, Fusarium ussurianum, e Fusarium vorosii (O´Donnell et al. 2004; 
Starkey et al. 2007; O´Donnell et al. 2008; Yli-Mattila et al. 2009). Membros do Fg 
complex são agentes causais da podridão da ponta da espiga em milho (Sampietro 
et al. 2011) juntamente com F. culmorum,      F. cerealis, F. avenaceum e F. 
subglutinans (Bottalico 1998; Lew et al. 1991). Além disso, F. graminearum e F. 
culmorum causam podridão de colmo (Munkwold et al. 1997; Pronczuk et al. 1991). 
Todas as espécies Fg complex produzem toxinas do grupo de tricotecenos tipo B 
(O´Donnell et al. 2008) e zearalonas assim como F. culmorum e F. cerealis (IARC, 
1993).  
O gênero Nigrospora é insuficientemente descrito em bancos de dados de 
sequências depositadas, como por exemplo, o Genebank, que contém somente 





estudos de filogenia deste gênero, que aparece no presente trabalho como 
colonizador endofítico das duas linhagens de milho. 
Alguns outros grupos requerem análises multigênicas para clara distinção de sua 
posição taxonômica, como: o gênero Cladosporium (Schubert et al. 2009), 
principalmente para complexos de espécies como C. cladosporioides (Bensch et al. 
2010) e Phomopsis (van Rensburg et al.  2006; Lamprecht et al.  2011). 
A maioria das espécies de endófitos foliares pertence à classe Dothideomycetes e 
Sordariomycetes (Arnold et al. 2009). Isso representa mais de 75% dos endófitos 
distribuídos desde o ártico até os trópicos. A abundância de ambos varia em função 
da latitude (Arnold e Lutzoni 2007), de sua diversidade genética, do genótipo do 
hospedeiro, da maneira pelas quais eles são adquiridos do ambiente e de sua 
capacidade individual de co-colonizar os hospedeiros (Herre et al. 1999;  Maynard 
Smith e  Szathmary,  1997).  
Os gêneros de fungos relatados neste estudo já foram associados a milho. Alguns 
em tecidos vegetativos como: Cochliobolus, Epicoccum, Phoma, e Phomopsis (Pan 
et al. 2008). E outros em sementes como, Nigrospora sp. e todos os já mencionados 
acima (Niaz e Dawar 2009). Alternaria, Cladosporium, Fusarium são considerados 
fungos de campo que invadem os grãos no estágio de pré ou pós-colheita antes do 
debulhamento e causam danos (Watson e Ramstad 1987).  Epicoccum e Nigrospora 
desenvolvem-se nos grãos próximo ao período de pós-colheita ou armazenagem 
interferindo na sanidade do grão (Marsh e Payne 1984). Os dois principais 
problemas causados por estes fungos no milho são: a perda de 
peso/descoloração/necrose dos grãos e a produção de micotoxinas, que é um fator 
decisivo na liberação de produtos agrícolas no comércio internacional (Julian et al. 
1995). A presença de micotoxinas, além de serem prejudiciais à saúde, leva a 
importantes perdas econômicas para os agricultores (Chassy 2010).  
Estes grupos de fungos ainda podem ser encontrados em outros hospedeiros: 
plantas medicinais (Bernardi-Wenzel et al. 2010; Bhagat et al. 2011); arbóreas (Acer 
truncatum) (Sun et al. 2011) e gramíneas como arroz (Yuan et al. 2010). No entanto, 
há indicações filogenéticas de que alguns isolados deste estudo pertencem a 
espécies cujas sequências, não estão disponíveis nos bancos de dados.  
A abundância, diversidade e composição de espécies de endófitos são influenciadas 
pelo micro-habitat, por condições microclimáticas (Arnold e Herre 2003) e pela 





horizontal pode ser constatada em estudos com mudas livres de endófitos, que 
foram cultivadas em condições estéreis (Arnold e Engelbrecht 2007). Ou, ainda, 
observando alta diversidade de endófitos no tecido, o que sugere que tais 
comunidades representavam a colonização do ambiente externo (Fröhlich et al. 
2000). Já a transferência vertical foi verificada com Penicillium oxalicum em folhas, 
caules e raízes de plantas cultivadas em condição estéril (Posada e Vega 2005) e 
com Fusarium spp. colonizando sementes de feijão-caupi (Rodrigues e Menezes 
2005). Além disso, genótipo do hospedeiro pode influencia na biodiversidade dos 
fungos endofíticos (Pan et al. 2008) e afetar a variação genética detesendófitos 
(Ahlholm et al. 2002).  
A literatura sugere que um número significativo de fungos, pode apresentar múltiplos 
papéis ecológicos. Patógenos fúngicos podem habitar diferentes hospedeiros, em 
diferentes fases da vida, como modos distintos de interação (Agrios 2005).  Ou ainda 
endófitos podem assumir a condição saprófita quando a folha atinge a senescência 
(Korkama-Rajala et al. 2008). Por exemplo, o fungo F. verticillioides é comumente 
isoladas de plantas de milho, mesmo na ausência de sintomas visíveis. Neste estado 
temporariamente endofítico ele pode contribuir para o acúmulo de micotoxinas 
(Bacon e Hinton, 1996). E somente quando as plantas passam por situações de 
estresse biótico ou abiótico, eles desenvolvem os sintomas típicos da doença 
(Bottalico et al., 1989). Neste mesmo contexto, Chaetomium globosum é conhecido 
como endófito, saprófita e patógeno (Arnold et al., 2009). Portanto, a distinção entre 
microrganismos endofíticos, fitopatogênicos e oportunistas é puramente didática. Há 
um gradiente tênue que os separa, sendo assim é difícil impor limites para separar 




Este estudo possibilitou sequencimento da região ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA, 
identificar fungos de espécies saprófitas, micotóxicas e fitopatogênicas co-habitando 
tecido foliar de milho, de maneira diferencial os dois genótipos homozigotos 
(linhagens). Indicou ainda a necessidade de ampliação estudos da microflora 
endofítica associada a esta cultura, para melhor compreender a dinâmica dos riscos 
associados a alteração da condição saprofítica de fungos que dá lugar à  sua 








Agradecemos a Vania Portes da Semilia Genética e Melhoramento LTD pela coleta 
do tecido foliar, também a Renan Ribeiro, Jakeline Delamuta (Laboratório de 
Biotecnologia do Solo da Embrapa Soja) e a Juliana Marta Muehlmann Fisher 
(LabGeM) pelo apoio no sequenciamento. Este trabalho tem o suporte financeiro do 
Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq) e 





Agrios GN (2005) Plant Pathology, fifth edn. Elsevier Academic Press, London 
 
Ahlholm JU, Helander M, Henriksson J, Metzler M, Saikkonen K(2002) 
Environmental conditions and host genotype direct genetic diversity of Venturia 
ditricha, a fungal endophyte of birch trees. Evolution 56:1566-1573 
 
Amaral AL, Carli ML, Barbosa Neto  JF, Dal Soglio FK (2003) Phoma sorghina a new 
pathogen associated with Phaeosphaeria leaf spot on maize in Brazil. New Disease 
Reports 8:26 
 
Andrew M, Peever TL, Pryor BM (2009) An expanded multilocus phylogeny does not 
resolve morphological species within the smallspored Alternaria species complex 
Mycologia 101(1):95–109 
 
Arnold AE, Herre EA (2003) Canopy cover and leaf age affect colonization by tropical 
fungal endophytes: ecological pattern and process in Theobroma cacao (Malvaceae). 
Mycologia 95:388–398  
 
Arnold AE (2007) Understanding the diversity of foliar fungal endophytes: progress 
challenges and frontiers. Fungal Biol Rev 21:51-66 
 
Arnold AE, Engelbrecht BMJ (2007) Fungal endophytes nearly double minimum leaf  
conductance in seedlings of a neotropical tree species. J Trop Ecol 23:369-372 
 
Arnold AE, Lutzoni F (2007) Diversity and host range of foliar fungal endophytes: are 






Arnold AE, Henk DA, Eells RA, Lutzoni F, Vilgalys R (2007) Diversity and 
phylogenetic affinities of foliar fungal endophytes in loblolly pine inferred by culturing 
and environmental PCR. Mycologia 99:185–206 
 
Arnold A E, Miadlikowska J, Higgins K L, Sarvate S D, Gugger P, Way A, Hofstetter 
V, Kauff F, Lutzoni F (2009) A phylogenetic estimation of trophic transition networks 
for ascomycetous fungi: Are lichens cradles of symbiotrophic fungal diversification? 
Syst Biol  58:283-297 
 
Aveskamp MM, Verkley GJM, De Gruyter J, Murace MA, Perello A, Woudenberg 
JHC, Groenewald JZ, Crous PW (2009) DNA phylogeny reveals polyphyly of Phoma 
section Peyronellaea and multiple taxonomic novelties. Mycologia 101:359–378  
 
Aveskamp MM, De Gruyter J, Woudenberg JHC, Verkley GJM, Crous PW (2010) 
Highlights of the Didymellaceae: a polyphasic approach to characterise Phoma and 
related pleosporalean genera. Stud Mycol  65:1–60 
 
Azevedo JL, Júnior WM, Pereira JO, Araújo WL (2000) Endophytic microganisms: a 
review on insect control and recent advances on tropical plants. Environ Biotechnol 
3(1):40-65 
 
Bacon CW, Hinton DM (1996) Symptomless endophytic colonization of maize by 
Fusarium moniliforme. Can J Bot 74:1195–1202 
 
Bhagat J, Kaur A, Sharma M, Saxena AK, Chadha BS (2011) Molecular and 
functional characterization of endophytic fungi from traditional medicinal plants.World 
J Microbiol Biotechnol doi:101007/s11274-011-0894-0 
 
Bellemain E, Carlsen T, Brochmann C, Coissac E, Taberlet P, Kauserud H (2010) 
ITS as an environmental DNA barcode for fungi: an in silico approach reveals 
potential PCR biases. BMC Microbiology 10(189):1-9 
 
Bensch K, Groenewald JZ, Dijksterhuis J, Starink-Willemse M, Andersen B, 
Summerell BA, Shin H-D, Dugan FM, Schroers H-J, Braun U, Crous PW (2010) 
Species and ecological diversity within the Cladosporium cladosporioides complex 






Berbee ML (1996) Loculoascomycete origins and evolution of filamentous 
Ascomycete morphology based on 18S gene sequence data. Mol Biol Evol13:462-
470 
 
Bernardi-Wenzel J, García A, Filho-Celso JR, Prioli AJ, Pamphile JA (2010) 
Evaluation of foliar fungal endophyte diversity and colonization of medicinal plant 
Luehea divaricata (Martius et Zuccarini). Biol Res 43(4)375-384 
 
Bills GF, Giacobre RA, Lee SH, Pelaez F, Tkacz JS (1992) Tremorgenic mycotoxins 
paspalitrem A and C from a tropical Phomopsis. Mycol Res96(11)977-983 
 
Bono J, Rodrigues A, Mauad M, Albuquerque J, Yamamoto C, Chermouth K, Freitas 
M (2008) Modo de aplicação de fertilizantes nitrogenados na qualidade fisiológica de 
sementes de milho. Agrarian 1(2)91-102 
 
Bottalico A, Logrieco A, Visconti A (1989) Fusarium species and their mycotoxins in 
infected corn in Italy. Mycopathologia 107:85–92 
 
Bottalico A (1998) Fusarium diseases of cereals: Species complex and related 
mycotoxins profiles in Europe.J Plant Pathol 80:85–103 
 
Brunelli KR, Fazza AC, Athayde Sobrinho C, Camargo LEA (2006) Efeito do meio de 
cultura e do regime de luz na esporulação de Cercospora zeae-maydis. Summa 
Phytopathol 32:92-94 
 
Castellani A (1967) Maintenance and cultivation of common pathogenic fungi in 
distilled water. Further Researches.Am J Trop Med Hyg 42:181-184 
 
Chassy BM (2010) Food safety risks and consumer health.New Biotechnol 27:534–
544 
 
Costa RV, Casela CR, Cota LV (2010) Embrapa Milho e Sorgo Sistemas de 
Produção 1 Cultivo do Milho Doenças 6ª 
edição.http://wwwcnpmsembrapabr/publicacoes/milho_6_ed/doencashtm> Acessed 
15 January 2011 
 
De Cal MA, Larena I Liñán M, Torres R, Lamarca N, Usall J, Domenichini P, Bellini A, 





biocontrol agent against brown rot in stone fruit. J Appl Microbiol 106:592–605 
De Hoog GS, Gerrits Van Den Ende AHG (1998) Molecular diagnostics of clinical 
strains of filamentous basidiomycetes. Mycoses 41:183-189 
 
Ewing B, Hillier L, Wendl M C, Green P (1998) Basecalling of automated sequencer 
traces using phred I Accuracy assessment. Genome Res 8(3)175-185 
 
Fröhlich J, Hyde KD, Petrini O (2000) Endophytic fungi associated with palms.Mycol 
Res 104:1202–1212 
 
Gardes M, Bruns TD (1993) ITS primers with enhanced specificity for 
basidiomycetes- application to the identification of mycorrhizae and rusts. Mol Ecol 
2:113-118 
 
Gimaret-Carpentier CR, Pélissier J, Paschal P, Houllier F (1998) Sampling strategies 
for the assessment of tree species diversity. J Veg Sci9:161-172 
 
Glienke-Blanco C, Aguilar-Vildoso CI, Vieira MLC, Barroso PAV, Azevedo JL (2002) 
Genetic variability in the endophytic fungus Guignardia citricarpa isolated from citrus 
plants.Genet Mol Biol25:251-255 
 
Griffin DH (1993) Fungal Physiology.Wiley-Liss Inc, New York 
 
Herre EA, Knowlton N, Mueller UG, Rehner SA (1999) The evolution of mutualisms: 
exploring the paths between conflict and cooperation. Trends Ecol Evol 14:49–53 
 
Harrison LR, Colvin BN, Greene JT, Newman LE, Cole RJ (1990) Pulmonary edema 
and hydrothorax in swine produced by fumonisin B1 a toxic metabolite of Fusarium 
moniliforme. J Vet Diagn Invest2:217-221 
 
Hashem M, Ali EH (2004) Epicoccum nigrum as biocontrol agent of Pythium 
damping-off and root rot of cotton seedlings. Arch Phytopathology Plant 
Protect37:283–297 
 
Hammer Ø, Harper DAT, Ryan PD (2001) Past: paleontological statistics software 
package for education and data analysis. Paleontol Electron 4:4–9 
 







IARCInternational Agency for Research on Cancer (1993) Some Naturally Occurring 
Substances: Food Items and Constituents Heterocyclic Aromatic Amines and 
MycotoxinsIn: ___ Monographs on the Evaluation of Carcinogenic risks to Humans, 
vol 56 International Agency for Research on Cancer, Lyon, pp 397–444, 445–466 
and 467–488 
 
Julian AM, Wareing PW, Phillips SI, Medlock VFP, Macdonald MV, Río LE (1995) 
Fungal contamination and selected mycotoxins in pre- and postharvest maize in 
Honduras. Mycopathologia 129:5-16 
 
Juniper BE (1991) The leaf from the inside and the outside: a microbe’s perspective 
In: Andrews JH, Hirano SS (ed) Microbial ecology of leaves. Springer-Verlag, New 
York, pp 21–42 
 
Kellerman TS, Marasas WFO, Thiel PG, Gelderblom WCA, Cawood M, Coetzer JAW 
(1990) Leukoencephalomalacia in two horses induced by oral dosing of fumonisin 
B1.Onderstepoort J Vet Res57 269-275 
 
Kern ME, Blevins KS (1999) Micologia médica: texto e atlas.Premier,São Paulo 
 
Korkama-Rajala T, Müeller MM, Pennanen T (2008) Decomposition and fungi of 
needle litter from slow- and fast-growing norway spruce (Picea abies) clones. 
Microbial Ecol 56:76–89 
 
Koukol O, Kolařík M, Kolářová Z, Baldrian P (2011) Diversity of foliar endophytes in 
wind-fallen Picea abies trees. Fungal Divers doi:101007/s13225-011-0112-2  
 
Lamprecht SC, Crous PW, Groenewald JZ, Tewoldemedhin YT, Marasas WFO 
(2011) Diaporthaceae associated with root and crown rot of maize. IMA Fungus 
2(1)13–24 
 
Leslie J F, Summerell B A (2006) The Fusariumlaboratory manual. Blackwell 
Publishing Ltd, Iowa 
 
Lew H, Adler A, Edinger W (1991) Moniliformin and the European corn borer 






Löytynoja A, Goldman D (2010) webPRANK: a phylogenyaware multiple sequence 
aligner with interactive alignment browser. BMC Bioinformatics 11:579 
 
Marsh SF, Payne A (1984) Pre-harvest infection of corn silk and kernels by 
Aspergillus flavus. Phytopathol 74:1284-1289 
 
Maynard-Smith J, Szathmary E (1997) The major transitions in evolution. Oxford 
University Press, New York 
 
Menna P, Hungria M, Barcellosa FG, Bangele EV, Hessf PN, Martinez-Romeroh E 
(2006) Molecular phylogeny based on the 16S rRNA gene of elite rhizobial strains 
used in Brazilian commercial inoculants. Syst Appl Microbiol29:315-332 
 
Mims CW, Richardson EA (2005) Ultrastructure of sporodochium and conidium 
development in the anamorphic fungus Epicoccum nigrum. Can J Bot 83:1354–1363 
 
Munkvold GP, Mcgee DC, Carlton WM (1997) Importance of different pathways for 
maize kernel infection by Fusarium moniliforme. Phytopathol 87:209–217  
 
Niaz I, Dawar S (2009) Detection of seed borne mycoflora in maize (Zea mays L.). 
Pakistan J Bot 41:443-451  
 
O’Donnell K, Kistler HC, Tacke BK, Caspar HH (2000) Gene genealogies reveal 
global phylogeographic structure and reproductive isolation among lineages of 
Fusarium graminearum the fungus causing wheat scab. Proc Nat Acad Sci USA 
97:7905–7910 
 
O’Donnell K, Ward T J, Geiser D M, Kistler HC, Aoki T (2004) Genealogical 
concordance between the mating type locus and seven other nuclear genes supports 
formal recognition of nine phylogenetically distinct species within the Fusarium 
graminearum clade. Fungal Genet Biol 41:600-623 
 
O’Donnell K, Ward TJ, Aberra D, Kistler HC, Aoki T, Orwig N, Kimura M, Bjornstad A, 
KlemsdaL SS (2008) Multilocus genotyping and molecular phylogenetics resolve a 
novel head blight pathogen within the Fusarium graminearum species complex from 






Orole OO, Adejumo OT (2009) Activity of fungal endophytes against four maize wilt 
pathogens. African J Microbiol Res 3:969–973 
 
Ownley HB, Gwinn DK, Vega EF (2010) Endophytic fungal entomopathogens with 
activity against plant pathogens: ecology and evolutio. Biocontrol 55:113–128 
 
Pan JH, Jones EBG, She ZG, Pang JY, Lin YC (2008) Review of bioactive 
compounds from fungi in the South China Sea. Bot Mar 51:179-190 
 
Pažoutová S (2009) Genetic variation of Phoma sorghina isolates from Southern 
Africa and Texas. Folia Microbiol 54:217–229 
 
Peet RK (1974) The measurement of species diversity. Annu Rev Ecol Syst 5:285-
307 
 
Peever TL, Su G, Carpenter-Boggs L, Timmer LW (2004) Molecular systematics of 
citrus-associated Alternaria species. Mycologia 96(1):119-134 
 
Petrini O (1986) Taxonomy of endophytic fungi of aerial plant tissues. In: Fokkema N 
J, Heuvel J Van Den (ed) Microbiology of the phyllosphere. Cambridge University 
Press, Cambridge, pp 175-187 
 
Pinto LSRC, Azevedo JL, Pereira JO, Vierira MLC, Labate CA (2000) Symptomless 
infection of banana and maize by endophytic fungi impairs photosynthetic efficiency. 
New Phytol 147:609–615 
 
Pinto NFJA, Vargas EA, Preis RA (2007) Qualidade sanitária e produção de 
fumonisina B1 em grãos de milho na fase de pré-colheita. Summa Phytopathol 
33(3):304-306 
 
Posada F, Vega FE (2005) Establishment of the fungal entomopathogen Beauveria 
bassiana (Ascomycota: Hypocreales) as an endophyte in cocoa seedlings 
(Theobroma cacao). Mycologia 97:1195–1200 
 
Pronczuk M, Pronczuk S, Messyasz M (1991) Pathogenicity of Fusarium sp. 
contributing to the stalk rot of maize in Poland. Mycotoxin Res 7:97–101 
 






Rodrigues AAC, Menezes M (2005) Identification and pathogenic characterization of 
endophytic Fusarium species from cowpea seeds. Mycopathologia 159:79–85 
 
Sampietro DA, Díaz CG, Gonzalez V,  Vattuone MA,  Ploper LD,  Catalan CAN, 
Ward TJ  (2011) Species diversity and toxigenic potential of Fusarium graminearum 
complex isolates from maize fields in northwest Argentina. Int J Food Microbiol 
145(1):359-364  
 
Schubert K, Greslebin A, Groenewald JZ, Crous PW (2009) New foliicolous species 
of Cladosporium from South America. Persoonia 22:111–122 
 
Schulz B, Boyle C (2005) The endophytic continum. Mycological Res 109:661–686 
 
Scott PM (2001) Analysis of agricultural commodities and foods for Alternaria 
mycotoxins. J AOAC Int 84(6):1809–1817 
 
Seifert K (1996) Fusarium Interactive Key.Agriculture and Agri-Food 
Canada.http://resagrca/brd/fusarium/home1html.  Acessed 12 December 2010 
 
Shannon CE, Weaver W (1949) The mathematical theory of 
communication.University of IllinoisPress, Urbana 
 
Shurtleff MC (1980) Compendium of corn diseases.American Phytopathological 
Society Press,St Paul 
 
Sieber T (2007) Endophytic fungi in forest trees: are they mutualists? Fungal Biol Rev 
21:75–89 
 
Simpson EH (1949) Measurement of species diversity. Nature 163:688 
 
Starkey DE, Ward TJ, Aoki T, Gale LR, Kistler HC, Geiser DM, Suga H, Toth B, 
Varga J, O'Donnell K (2007) Global molecular surveillance reveals novel Fusarium 
head blight species and trichothecene toxin diversity. Fungal Genet Biol 44:1191–
1204 
 
Sukumaran J, Holder MT (2010) DendroPy: A Python library for phylogenetic 






Sun X, Guo LD, Hyde K D (2011) Community composition of endophytic fungi in Acer 
truncatum and their role in decompositio. Fungal Divers 47(1)85-95 
 
Tanaka MAS, Maeda JA, Plazas IHAZ (2001) Microflora fúngica de sementes de 
milho em ambientes de armazenamento. Sc Agri 58:501-508 
 
Ting ASY, Meon S, Kadir J, Radu S, Singh G (2008) Endophytic microorganisms as 
potential growth promoters of banana. Biocontrol 53:541–553 
 
Van Rensburg JCJ, Lamprecht SC, Groenewald JZ, Castlebury LA, Crous PW (2006) 
Characterisation of Phomopsis sp. associated with die-back of rooibos (Aspalathus 
linearis) in South Africa. Stud Mycol  55:65-74 
 
Watanabe T (2002) Pictorial atlas of soil and seed fungi: morphologies of cultured 
fungi and key to species. CRC press, Boca Raton 
 
Watson SA, Ramstad PE (1987) Corn: chemistry and technology. American 
Association of Cereal Chemist,St Paul 
 
White T J, Bruns T, Lee S, Taylor J (1990) Amplification and direct sequencing of 
fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics In: Innis MA, Gelfand DH, Sninsky JJ, 
White TJ (eds) PC protocols: a guide to methods and applications. Academic San 
DiegoPress, New York, pp 315–322 
 
Yuan ZL, Zhang CL, Lin FC, Kubicek CP (2010) Identity diversity and molecular 
phylogeny of the endophytic mycobiota  in rare wild rice roots (Oryza granulate) from 
a nature reserve in Yunnan China. Appl Environ Microbiol 76:1642-1652 
 
Yli-Mattila T, Gagkaeva T, Ward TJ, Aoki T, Kistler HC, O’Donnell K (2009) A novel 
Asian clade within the Fusarium graminearum species complex includes a newly 
discovered cereal head blight pathogen from the Russian Far East. Mycologia 
101:841–852 
 
Zwickl DJ (2006) Genetic algorithm approaches for the phylogenetic analysis of large 
biological sequence datasets under the maximum likelihood criterio. PhD 







Fig. 1Árvores filogenéticas, baseadas na região ITS1-5.8S-ITS2 dorDNA a partir das 
sequências dos isolados deste estudo e espécies referência obtidos no banco de 
dados do NCBI. Dados gerados porMáxima Verossimilhança, com repetições de 
1.000 bootstrap. (A) Gênero Fusarium, (B) Alternaria e (C)Bipolaris.Suportes de 

































 DQ315428 Hypocrea rufa CBS 274.79 
 DQ094334 Fusarium falciforme NRRL 22781 
 FJ345352 Fusarium solani ATCC 56480 
 JF793527 Gibberella intermedia TS54 
 HM629963 Fusarium longipes ITS1f 
GQ505434 Fusarium nelsonii NRRL 13338 
 GQ505450 Fusarium brachygibbosum NRRL 34033 
 EU926224 Fusarium lunatum CBS 632.76 
 GAU26738 Gibberella avenacea CBS 313.87 
 U34579 Fusarium sambucinum NRRL 13708 
 GQ505465 Fusarium flocciferum NRRL 45999 
 GQ505763 Fusarium concolor NRRL 13459 
 U34566 Fusarium oxysporum NRRL 22902 
 U34577 Fusarium inflexum NRRL 20433 
 GQ167235 Fusarium subglutinans NRRL 22034 
 EF453124 Gibberella moniliformis NRRL43547 




 AY188916 Gibberella fujikuroi 
 GQ505743 Fusarium equiseti NRRL 36478 
 GQ505462 Fusarium armeniacum NRRL 43641 
 AY147305 Fusarium culmorum ITCC 146 
 AF006341 Fusarium cerealis NRRL 25805 
 DQ459854 Fusarium acacia-mearnsii NRRL34207 
 LGMF1037 
 DQ459861 Fusarium brasilicum NRRL 31281 
 LGMF1036 
 DQ459839 Fusarium austroamericanum NRRL28585 
 DQ459830 Gibberella zeae NRRL 38371 
 DQ459835 Fusarium asiaticum NRRL 26156 
 DQ459848 Fusarium boothii NRRL 29105 




















 FJ196308 Alternaria molesta CBS 548.81
 FJ196310 Alternaria mouchaccae CBS 119671
 FJ196307 Alternaria limaciformis CBS 481.81
 FJ196305 Alternaria limaciformis CBS 121337 
FJ196311 Alternaria soliaridae CBS 118387 
AF392988 Alternaria conjuncta EGS 37-139 
AY714476 Alternaria triticina MUCL 44210 
FJ196309 Alternaria geniostomatis CBS 118701
 EU136641 Alternaria carotiincultae BMP0064 
 JF439453 Alternaria brassicicola T2
EU040211 Alternaria thalictrigena CPC 13410 
 LGMF1018
 LGMF1021
 GQ221851 Alternaria alternata NRRL 6410 
 AY673074 Alternaria alternata CBS 112018 
 FJ196306 Alternaria alternata CBS 916.96
 HQ263343 Alternaria alternata ATCC MYA-4642 
 GQ121322 Alternaria alternata IEIHBT
 AF404667 Alternaria arborescens STE-U4345 
 AF397244 Alternaria arborescens STE-U4246 
 EU520069 Alternaria longipes NW485
DQ865104 Alternaria longissima 6.3 





















 GQ167211 Bipolaris zeicola NRRL47505
 GQ167212 Bipolaris zeicola NRRL47506
 GU256748 Bipolaris zeicola ATCC 48129
AY004775 Bipolaris heveae
 EF452447 Cochliobolus sativus ND93-1
 GU080212 Bipolaris sorokiniana BsDR1 8S
 AF158105 Cochliobolus sativus DAOM 172489
 EF452445 Cochliobolus heterostrophus C4
 AF158107 Cochliobolus heterostrophus HM80
 AY544727 Cochliobolus heterostrophus AFTOL-ID 54
AY004778 Bipolaris portulacae CBS 239.48 
AF158106 Cochliobolus dactyloctenii 
HM195263 Bipolaris tetramera 5495 
EF600959 Curvularia trifolii KACC 42434 
GQ241277 Curvularia trifolii KUC5010 























Tabela1 Descrição morfológica dos isolados do presente estudoe percentual de 






6 DISCUSSÃO GERAL 
 
 Bactérias endofíticas isoladas de raízes de milho constituem uma fonte 
promissora de recursos biotecnológicos. Para tanto, faz-se necessário 
identifcá-las. O sequenciamento do gene 16S do rRNA tem cumprido essa 
finalidade conforme corroborado tanto por dados de literatura (RATÓN et al., 
2011; PEREIRA et al., 2011; BENEDUZZI  et al., 2008) como os apresentados 
neste estudo. Foi possível atingir a classificação ao nível de gênero para todos 
os isolados bacterianos e, por meio da caracterização bioquímica, constatar 
possíveis propriedades associadas à promoção do crescimento vegetal que 
favorece a seleção dos endófitos. Ainda, sideróforos, enzimas líticas, 
proteases, amilases, pectinases e urease também puderam ser detectadas nos 
isolados deste trabalho e tem sido descritas como características desejáveis a 
bactérias capazes de promover o crescimento vegetal (TIAN et al., 2009; 
PEREIRA; CASTRO, 2010; KIM;CHUNG, 2004; PAL et al., 2001). 
 Uma outra propriedade dos endófitos bacterianos, é o seu potencial  
inibitório de fungos, normalmente testado in vitro. Esta técnica, usada com 
freqüência, vem apresentando vantagens quando se trata de uma alta gama de 
indivíduos considerados. A reunião de características bioquímicas para 
promoção do crescimento vegetal direto ou indireto é importante, entretanto, a 
compatibilidade destas cepas com a planta é igualmente significativa. Neste 
contexto a germinação assume importante papel, pois é decisiva para os 
estágios subseqüentes de desenvolvimento vegetal (CASSÁN et al., 2009; 
MEHTA et al., 2010). 
 As folhas de milho investigadas são portadoras de fungos que foram 
identificados por filogenia molecular, usando o seqüenciamento da região ITS 
do rDNA. Foi possível classificar ao nível de espécie alguns grupos, 
demonstrando uma grande diversidade genética co-habitando o mesmo tecido. 
Estes pertencem a diferentes grupos de relação ecológica com o hospedeiro, 
sendo de espécies ou complexos de espécies reconhecidamente patogênicos, 
micotóxicos ou saprófitas. Como a distinção entre fungos endofíticos ou 





ambientais(ARNOLD; HERRE, 2003), ao genótipo do hospedeiro, comunidade 
microbiana existente (PAN et al., 2008) e ao próprio ciclo de vida do fungo 
(AGRIOS, 2005), fica então a definição da relação de cada fungo com o 
hospedeiro vinculada ao momento do seu isolamento. Isto não exclui a 
possibilidade de que, os fungos pertencentes a espécies patogênicas descritas 
na literatura, não venham a provocar seus sintomas na planta, no momento em 
que as condições forem oportunas. Fungos de espécies micotóxicas, 
patogênicos ou não, presentes no tecido foliar poderão por transferência 
horizontal, ou por dispersão de estruturas reprodutivas no ambiente, atingir os 
grãos e contaminar sua principal fonte de produtos e derivados do milho. 
Certas micotoxinas resistem até mesmo a processos de 
industrialização(VISCONTI; DOKO, 1994), sendo assim consumidas e 
provocando desordens à saúde (BILLS et al., 1992; SCOTT, 2001; PINTO et 
al., 2007). Como toda a planta toda pode ser usada para ração animal, entra 
nesta mesma implicação sanitária acima descrita.  
A produção de micotoxinas não está necessariamente associada à 
manifestação de doenças no milho, mas somente pela sua condição de 
endofitismo pode representar um risco potencial à sua utilização (BACON; 
NELSON, 1994; THIEL et al.,1991). A identificação de fungos na planta é por si 
só, de alto valor agregado à manutenção das condições fitossanitárias exigidas 
para o consumo do milho. Portanto, esforços que venham a direcionar ações 
para o entendimento da dinânica fúngica ou monitoramento de espécies que 
oferecem risco potencial à cultura são fundamentais na redução das perdas 












7 CONCLUSÕES GERAIS 
 
• Espécimes de Bacilluse Enterobacterisolados de raizes de milho foram 
capazes de promover o crescimento vegetal, com incrementos de 
volume radicular e aumentos no percentual de germinação. 
• Bacillussp.inibiramin vitroo crescimento de fungos de espécies 
fitopatogênicas ao milho, sendo elas C. zea-maydis, C. graminicola, 
Bipolaris maydis e F. verticillioides, por meio de antagonismo direto. 
• Fungos de espécies saprófitas, micotóxicas e fitopatogênicas foram 
encontradas co-habitanto o tecido foliar de milho sem causar lesão 
aparente. 
• As duas linhagens de milho apresentaram colonização por fungos de 
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APÊNDICE 1 - PLACAS DE ANTAGONISMO EM FASE DE ANÁLISE  
 
Testes de antagonismo: letras A (tratamento controle), B, C e D são 




APÊNDICE 2 - CARACTERIZAÇÃO MACRO E MICRO MORFOLÓGICA 
FUNGICA 
 
Colônia crescida em meio BDA e estrutura reprodutiva respectivamente. A1 e 
A2 Alternaria sp. (LGMF1021).; B1 e B2 Bipolaris sp.(LGMF1013); C1 e C2 
Cladosporium sp.(LGMF1020); D1 e D2 Fusarium sp.CGF (LGMF1243); E1 e 
E2 – J1 e J2 Phoma/Epicoccum sp. (LGMF1042, LGMF1016); F1 e F2 
Nigrospora sp. (LGMF1017); G1 e G2 Phoma sp. (LGMF1051); H1 e H2 






APÊNDICE 3 - ÁRVORES FILOGENÉTICAS DOS ISOLADOS FÚNGICOS 
 
Árvores filogenéticas, baseadas na região ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA a partir das 
sequências dos isolados deste estudo e espécies referência obtidos no banco 
de dados do NCBI. Dados gerados porMáxima Verossimilhança, com 
repetições de 1.000 bootstrap. Gêneros: (A) Phoma, (B) Diaporthe e (C) 







FJ426998 Epicoccum nigrum CBS 115825
HQ914901 Epicoccum nigrum OUCMBI101165 




FJ427049 Phoma pimprina CBS 246.60 
EU754192 Phoma zeae-maydis CBS 588.69
 EU273521 Phoma glomerata XSD-41
 GU237885 Phoma macrostoma var. macrostoma CBS 529.66
EU167565 Phoma pinodella CBS 110.32
EU167568 Phoma sojicola CBS 567.97
EU167575 Phoma medicaginis CBS 533.66 
GU237874 Phoma herbarum CBS 502.91 
EU754180 Phoma complanata CBS 268.92 
GU238077 Phoma glaucii CBS 112.96 
FJ515593 Phoma clematidina CBS 123705 
EU754182 Phoma exigua var. exigua CBS 101150 
EU343173 Phoma exigua var. exigua 26its27 
EU167567 Phoma exigua CBS 118.94
EF585396 Phoma multirostrata JGC24-9
 FJ427078 Phoma sorghina PD 88/549
 HQ916333 Epicoccum sorghi Mu16
 FJ427079 Phoma sorghina PD 03486771
















































HQ630982 Nigrospora sp. TMS-2011 MS5p50-34
LGMF1039
JN207356 Nigrospora sp. P49E5
DQ219433 Nigrospora oryzae CBS 113884
GQ221861 Nigrospora oryzae NRRL 47510(2)
GQ221860 Nigrospora oryzae NRRL 6414
LGMF1017
GQ328855 Nigrospora oryzae NRRL 54030
GU973719 Nigrospora sp. ASR-164
LGMF1038
GQ919076 Nigrospora sphaerica 9032n3
HQ607961 Nigrospora sphaerica CY108 
FN811269 Nigrospora sphaerica 9038
HQ607936 Nigrospora sphaerica CY044 










 DQ996042 Leucostoma persoonii  
 DQ286275  Diaporthe aspalanthi CBS 117169
 AF001028 Diaporthe phaseolorum714-- 4
  GQ250192 Diaporthe neotheicola CBS 123209
 DQ286260 Phomopsis theicola CBS 117166  
  AB302250  Diaporthe kyushuensis 
 AF439626 Phomopsis sclerotioides 
 FJ889449 Diaporthe strumella var. longispora  
 AY601918 Phomopsis glabraeSCHM 3622 
  GQ250190Diaporthe lusitanicae CBS 123213
  FJ889447Diaporthe melonis 
 EU814464 Diaporthe angelicae PhC094/2 
  FJ889448Diaporthe stewartii  
 LGMF1026
 AY622996 Phomopsis camptothecae 
 AY705842 Diaporthe helianthi CBS 592.81 
 LGMF1040 
 FJ009538Diaporthe phaseolorum var. sojae PHO19 
 DQ286269Diaporthe ambigua CPC 5409  
 HQ395005Diaporthe scabra CBS 127746 
AY620820 Phomopsis micheliae 


























































ANEXO 1 - LOCALIZAÇÃO GEOGRÁFICA DA AMOSTRAGEM DAS 
FOLHAS. 




ANEXO 2 - METODOLOGIA DETALHADA 
A) PREPARO DO MATERIAL 
 Os materiais utilizados para a realização das atividades laboratoriais 
foram previamente esterelizados. Meios de cultura, soluções, espátulas e 
palitos de transferência foram esterilizados em autoclave, à pressão de 1 
atmosfera, por 20 minutos. Vidrarias foram esterilizadas em forno Pasteur a 
180º C por 4 horas. 
 
B) MEIOS DE CULTURA 
MEIO ÁGAR DE BATATA E DEXTROSE (BDA) 
Batata ............................................................. 200 g 
Dextrose ......................................................... 20 g 
H2O destilada q.s.p. ....................................... 1000 mL 
Ágar ................................................................ 15 g 
pH 5,8 
 As batatas foram descascadas, cortadas em pequenos pedaços e 








batatas foram então descartadas e ao caldo restante acrescentado a dextrose. 
O volume foi completado para 1000 mL, o pH ajustado para 5,8 com NaOH 1N 
e o ágar acrescentado diretamente aos frascos. O meio foi autoclavado a 
121oC, 1 atm, por 20 minutos e armazenado em temperatura ambiente. 
 
MEIO SUCO-DE-TOMATE-TEMPERADO (STT) (BRUNELLI et al., 2006) 
Suco de tomate temperado .................... 200 mL 
Carbonato de cálcio (CaCo3)................... 3,2 g 
Ágar ......................................................... 15 g 
H2O destilada q.s.p. ................................ 800 mL 
 O meio foi autoclavado a 121oC, 1 atm, por 20 minutos e armazenado 
em temperatura ambiente. 
 
MEIO DYGS (RODRIGUES NETO et al., 1986) 
Dextrose .................................................. 2,0 g 
Peptona ................................................... 1,5 g 
Extrato de levedura ................................. 2,0 g 
Fosfato dipotassico (K2HPO4)................. 0,5 g 
Sulfato de magnésio (MgSO4) ................. 0,5g 
Ácido L-glutâmico .................................... 1,5 g 
Ágar ......................................................... 15 g 
H2O destilada q.s.p. ................................ 1000 mL
pH 7,0  
 O meio foi autoclavado a 121oC, 1 atm, por 20 minutos e armazenado 
em temperatura ambiente. 
 
MEIO MINERAL (RENWICK et al., 1991)  
Carbonato de cálcio (CaCO3) ........................... 0,02 g 
Sulfato ferroso (FeSO4.7H2O) .......................... 0,01 g 
Cloreto de potássio (KCl).................................. 1,71 g 
Sulfato de magnésio (MgSO4.7H2O) ................ 0,05 g 





Ágar .................................................................. 15 g 
H2O destilada q.s.p. ......................................... 1000 mL 
 Os itens listados foram misturados e como única fonte de carbono 
usou-se: para o teste de celulase, carboximetilcelulose a 0,5 % e ajustou-se o 
meio para o pH 5,0; para a detecção de quitinase utilizou-se quitina coloidal a 
0,08 % com pH 7,0 e para β-1,3-glucanase foi usado laminarina a 0,5% em pH 
7,0. Os meios foram autoclavado a 121oC, 1 atm, por 20 minutos e 
armazenado em temperatura ambiente. 
 
MEIO LEITE-DESNATADO-AGAR (BERG et al., 2002) 
Leite desnatado q.s.p............................... 1000 mL
Tripticase Soye Agar (TSA) ....................... 6 g 
Ágar ............................................................ 20 g 
pH 7,0 
 Aqueceu-se a 55°C o leite desnatado esterilizado e acrescentou-se o 
TSA em seguida o agar. O meio foi autoclavado a 121oC, 1 atm, por 20 minutos 
e armazenado em temperatura ambiente. 
 
MEIO UREASE (DYE, 1968) COM MOFIFICAÇÕES 
Fosfato dissódico (Na2HPO4) ........................ 0,5 g 
Fosfato dipotássico (K2HPO4)....................... 0,5 g 
Sulfato de magnésio (MgSO4.7H2O) ............. 0,2 g 
Cloreto de sódio (NaCl).................................. 10 mL 
Extrato de levedura ....................................... 1 g 
Azul de bromotimol a 0,5% ........................... 2,5 mL 
H2O destilada q.s.p. ....................................... 800 mL 
pH 5,8 
 Distribuiu-se 4 mL do meio em tubos de ensaio e autoclavou-os a 
121oC, 1 atm, por 20 minutos, mantendo sempre os tubos na posição vertical. 
Para o preparo da solução de uréia, misturou-se 20 g de uréia em 180 ml de 
água destilada, esterilizando-a por filtração. A seguir, em condições assépticas, 






MEIO NFb (DOBEREINER; ANDRADE; BALDANI, 1999) 
Acido málico .................................................. 5 g 
Fosfato dipotássico (K2HPO4)10%.............. 5 mL 
Sulfato de magnésio (MgSO4.7H2O) 10%...... 2 mL 
Cloreto de sódio (NaCl) 10%.......................... 1 mL 
Cloreto de cálcio (NaCl) 1%........................... 2 mL 
Extrato de levedura ....................................... 50 mg 
Azul de bromotimol a 0,5% em 0,2N de KOH 2 mL 
Solução de micronutrientes............................ 2 mL 
EDTA de Ferro 1,64%.................................... 4 mL 
Solução de vitaminas..................................... 1 mL 
Hidroxido de Potassio..................................... 4,5 g 
Ágar................................................................ 1,5 g 
H2O destilada q.s.p. ....................................... 800 mL 
 
 O pH ajustado para 6,5,o meio foi autoclavado a 1 atm em temperatura 
de 121oC durante 20 minutos. 
 
C)  SOLUÇÕES E REAGENTES 
SOLUCAO DE MICRONUTRIENTES (DOBEREINER; ANDRADE; BALDANI, 
1999) 
Na2MoO4.2H2O........................................ 0,2 g 
MnSO4.H2O.............................................. 0,235 g 
H3BO3....................................................... 0,28 g 
CuSO4.5H2O............................................ 0,008 g 
ZnSO4.7H2O............................................. 0,024 g 
Agua destilada.......................................... 1000 mL 
 O pH foi ajustado para 6,8, a solucao foi autoclavada a 1 atm em 
temperaturade 121oC durante 20 minutos e armazenada em temperatura 
ambiente 
 





Biotina...................................................... 10 mg 
Piridoxina................................................. 20 mg 
Agua destilada......................................... 1000 mL 
 
LACTOFENOL – AZUL ALGODÃO 
LACTOFENOL  
Fenol  ...................................................... 20 g 
Ácido lático .............................................. 40 mL 
Glicerina .................................................. 40 mL 
H2O destilada. ......................................... 20 mL 
AZUL ALGODÃO  
Azul algodão ............................................ 0,5 g 
H2O destilada .......................................... 50 mL 
Devem ser misturados os quatro primeiros itens do lactofenol a 5 mL da 
solução de azul algodão  e por ultimo acrescentar 20 mL de ácido acético 
glacial. 
 
TAMPÃO DE EXTRAÇÃO DNA GENÔMICO 
Tris-HCl pH 8,0  ....................................... 125 mMol/L 
EDTA dissódico pH 8,0............................ 50 mMol/L 
Cloreto de sódio (NaCl)  .......................... 2 Mol/L 
SDS pH 7,2 ............................................. 1% 
 
TRIS-HCl pH 8,0 - 1 Mol/L 
 Dissolva 121,1g de Tris base em 800ml de água destilada ou ultrapura. 
Ajusta o pH adicionando HCl concentrado (37%) para 8,0 (aproximadamente, 
42ml de ácido). Espere a solução esfriar e faça os ajustes finais de pH e 
complete o volume para 1000ml. Deve ser autoclavado e armazenado a 4°C. 
 
EDTA DISSÓDICO (C10H16N2O8 .2H2O) - 0,5 Mol/L 
 Dissolva 186,1g de EDTA Dissódico dihidratado em 800ml de água 
destilada ou ultrapura. Agite vigorosamente (ex.: agitador magnético) e 





(Aproximadamente 20g). O Sal não dissolve enquanto pH da solução não 
atingir 8,0. Complete o volume para 1000ml. Esterilize autoclavando e 
armazene em temperatura ambiente 
 
SDS (DODECIL SULFATO DE SÓDIO)  pH 7,2 - 20% (m/v) 
 Dissolva 200g de SDS em 900ml de água. Para tal, aqueça a solução 
até 68°C e utilize um agitador magnético em velocidade baixa, evitando 
espuma excessiva. Se necessário, ajuste o pH para 7,2 com o auxílio de 




Em capela misture 1 parte de Clorofórmio (CHCl3) com 1 parte de Fenol 
Saturado (C6H5OH), em seguida adicionar Tris-HCl 1M pH8,0  suficiente para 
cobrir a superfície da solução. Aguardar ao menos 4 horas antes do uso.  
 
CLOROFIL 




Solução Cromo azurol S ......................... 50 mL 
Solução Ferro (III) (FeCl3.6H2O) ............. 10 mL 
Solução de HDTMA ................................. 40 mL 
 Dissolver 60,5 mg de Cromo azurol S em 50 ml de água destilada, 
misturar a 10 ml de ferro (III) ( FeCl3.6H2O – cloreto férrico hexaidratado a 1mM 
em HCl – ácido clorídrico a 10 mM), autoclavar esta solução e reservar. 
Dissolver 72,9 mg de HDTMA (hexadecyltrimethylamonium) em 40 ml de água, 
autoclavar e misturar sob agitação vagarosamente à solução acima. 
 
SOLUÇÃO VERMELHO CONGO 
 Dissolver 0,6 g/L de vermelho Congo em água destilada, não é 






SOLUÇÃO DE ÁCIDO PÍCRICO PARA TESTE HCN 
 Em água destilada adicionou-se 5% de ácido pícrico (C6H3N3O7) e 2% 
de carbonato de sódio (NaCO3). 
 
SOLUÇÃO DE LUGOL 
 Dissolveu-se 3 g de iodeto de potásso (KI) em 10 mL de água 
destilada. A esta solução adicionou-se 1 g de cristais de iodo. O volume da 
solução final foi completado para 100 mL. 
 
ACETATO DE AMÔNIA 7,5 M 
Acetato de Amônio .................................. 20 g 
H2O ultrapura .......................................... 1000 mL
  
DNA POLIMERASE 
 Utilizou-se a enzima Taq DNA polimerase Platinum, da marca Invitrogen, 
nas reações de amplificação, na concentração de 5U/µL. 
 
dNTPs 
 Os quatro desoxirribonucleotideos (dAPT, dTTP, dGTP, dCTP) estoques 
(100mM), foram diluídos em água ultra pura a 2,5mM (solução de uso). Nas 
reações de amplificação, a concentração final utilizada foi de 0,2mM de cada 
dNTP. 
 
GEL DE AGAROSE (0.8%) 
Agarose ................................................... 0,8 g 
Tampão TBE 1x ..................................... 100 mL 
 
GEL DE AGAROSE (1,5%) 
Agarose ................ .................................. 1,5 g  
Tampão TBE 1x ..................................... 100 mL  
 





 O marcador de peso molecular foi diluído na proporção de: 1L de 
marcador : 1L do tampão da amostra : 4 L de água Milli-Q autoclavada, 
resultando em uma solução de concentração de 50ng/L. 
 
MARCADOR DE PESO MOLECULAR (DNA DE FAGO LAMBDA CLIVADO 
COM Hind III Gibco®) 
 O marcador de peso molecular foi diluído no momento do uso na 
proporção de: 1L de marcador : 1L do tampão da amostra : 4 L de água 
Milli-Q autoclavada, resultando em uma solução de concentração de 50ng/L.  
 
TAMPÃO DE CORRIDA TBE 10X PH 8,0 
Trizma base .............................................          54g 
Ácido Bórico (H3BO3) ...............................       27,5g 
EDTA .......................................................        4,65g 
H2O Milli-Q ..............................................    p/ 500mL 
A solução foi autoclavada a 1 atm e estocada em temperatura ambiente. 
 
D)  CONSERVAÇÃO DOS ISOLADOS FÚNGICOS E BACTERIANOS 
Os isolados fúngicos e bacterianosestão sendo estocados em tubos com 
Ágar BDA e NA respectivamente. Para o preparo dos tubos, o meio de cultura 
é derretido e aproximadamente 5 mL são distribuídos em pequenos frascos de 
vidro que são tampados com rolha de algodão. Após esterilização destes, em 
autoclave por 20 minutos a 1 atm; são inclinados a temperatura ambiente em 
um suporte, de maneira que o meio solidifique inclinado em forma de bico de 
flauta (ângulo de 45º). Os fungos e bactérias são então repicados nos frascos 
com meio, citados anteriormente, e incubados a 28o C, entre 3 e 7 dias.  Os 
frascos são então vedados com rolhas plásticas e armazenados em 
refrigerador (4°C). A cada dois meses, ou quando necessário, as linhagens são 
repicadas, seguindo a mesma metodologia citada acima. 
Segundo o Método de Castellani, os fungos e bactérias são crescidos 
em meio de cultura sólido. Discos de micélio contendo meio de cultura, bem 
como colônias de bactérias retiradas com auxílio de uma alça foram 





em temperatura ambiente (CASTELLANI, 1967).  
 
E) EXTRAÇÃO DE DNA 
EXTRAÇÃO DE DNA DE LINHAGENS FÚNGICAS 
 Os isolados obtidos a partir de isolamento foram semeados em placas 
com Agar BDA recobertas com papel celofane estéril, para permitir a retirada 
do micélio sem ágar. A extração de DNA foi realizada utilizando-se o Ultraclean 
Microbial DNA Isolation Kit, MoBio.  
De acordo com o protocolo do fabricante, em torno de dois centímetros 
quadrados do micélio são coletados com o auxílio de uma espátula estéril e 
depositados em Microbead Tubes (MO BIO®) contendo 300 µL de solução 
Microbead (MO BIO®) e 50 µL de solução MD1 (MO BIO®). Os tubos são 
levados ao Banho-Maria 60°C por 5 minutos e em seguida são colocados 
vortex horizontal e homogeneizados em velocidade máxima por 3 minutos, 
repete-se este procedimento três vezes. Após este procedimento, são 
centrifugados por 5 segundos a 9.700 rpm. Transfere-se o sobrenadante para 2 
mL Collection Tubes (MO BIO®). Adiciona-se 100 µl de solução MD2 (MO 
BIO®), e homogeiniza-os por 5 segundos em vortex. Os  tubos são incubados 
por 5 minutos a 4ºC (em gelo) e então centrifugados a 9.700 rpm por 1 minuto 
em temperatura ambiente. Forma-se um pellet, e então retira-se todo o 
sobrenadante, que deve ser colocado em novos 2ml Collection Tubes (MO 
BIO®). Adiciona-se então 900L de solução MD3 (MO BIO®). Os tubos devem 
ser homogeneizados em vortex por 5 segundos. Coleta-se aproximadamente 
600L da amostra e esta é transferida para Spin Filters Tubes (MO BIO®). 
Estes são centrifugados por 30 segundos a 9.700 rpm. Descarte-se toda a 
solução filtrada que se encontra no fundo do tubo, e repete-se esta etapa com 
o restante do volume que estava no outro tubo com solução MD3 (MO BIO®). 
Lava-se o filtro com 300 L de solução MD4 (MO BIO®) e procede-se a outra 
centrifugação a 9.700 rpm por 30 segundos. Descarta-se o filtrado e centrifuga-
se novamente por 30 segundos a 9.700 rpm, para remover qualquer resíduo da 
solução MD4 (MO BIO®). Retira-se os filtros, estes devem ser colocados 2 mL 
Collection Tubes (MO BIO®) limpos. Adiciona-se então, 50 L de solução MD5 





segundos a 9.700 rpm. Este filtro deve ser descartado e o DNA estará no tubo, 
pronto para uso. 
A quantificação e integridade do DNA extraído foi verificada por 
eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v), com marcador de peso molecular  
Hind III Gibco®, corado com GelRede visualizada em luz ultravioleta e 
utilizando-se também o espectrofotômetro NanoDrop® 2000 (Thermo 
Scientific). 
 
EXTRAÇÃO DE DNA DE LINHAGENS BACTERIANAS  
O DNA genômico dos isolados bacterianos foi obtidos de acordo Raeder 
e Broda (1985), com modificações: as bactérias foram cultivadas por uma noite 
em 1mL de meio líquido Luria Bertani (LB), sob agitação em shaker a 120 rpm, 
sendo então centrifugadas por 2 min a 10.000 g. Adicionaram-se ao pellet 2 mL 
de tampão de extração (Tris-HCl pH 8,0 125 mMol/L; NaCl 2 Mol/L; EDTA pH 
8,0 50 mMol/L e SDS pH 7,2 1%), previamente aquecido a 60ºC, até que o 
tampão passe da cor branco turvo para a cor transparente. Colocou-se a 
mistura em um vortex horizontal por 5 min, seguida por incubação a 60ºC por 
20 min. A amostra foi transferida para gelo durante 10 min e centrifugada por 
mais 10 min a 10.000 g. Em capela o sobrenadante foi transferido para outro 
microtubo, e foi adicionado o mesmo volume de clorofane [1:1 de clorofórmio 
(CHCl3) e fenol (C6H5OH)] e, novamente, centrifugado (5 min a 10.000 g).O 
sobrenadante foi transferido para outro microtubo cuidadosamente para não 
retirar junto o líquino contido na fase inferior das soluções e foi adicionado o 
mesmo volume de clorofil [24:1 de CHCl3 e álcool isoamílico (C5H11OH)], 
sendo em seguida centrifugado (5 min a 10.000 g). Finalmente, o sobrenadante 
foi levado para outro microtubo e o mesmo volume de isopropanol foi 
adicionado e, a seguir, a mistura foi centrifugada (20 min a 12.000 g). A seguir, 
a fase aquosa foi dispensada cuidadosamente e 500 μL de etanol 70%foram 
adicionados,e o conteúdo foi centrifugado (10 min a 12.000 g). Novamente a 
fase aquosa foi dispensada e, após secaram, foram adicionados 50 μL de água 
ultrapura para ressuspender o DNA. Aintegridade do DNA foi verificada por 
eletroforese em gel de agarose a 0,8% (p/v) com marcador de peso molecular 






F) AMPLIFICAÇÃO DAS REGIOES ITS1-5,8S-ITS2 E GENE 16S 
REGIÃO ITS1-5,8S-ITS2 rDNA 
As reações de sequenciamento foram realizadas utilizando-se os 
primers V9G e ITS4. Estes permitem a amplificação da região ITS1-5,8S-ITS2; 
localizada entre os genes 18SrDNA e 28SrDNA do DNA ribossomal de fungos. 
O ITS é dividido em ITS1 que localiza-se entre os genes 18S e o 5.8S; já o 
ITS2 separa os genes 5.8S e 28S. Estas regiões, após a transcrição darão 
origem ao RNA ribossômico.  
As condições de amplificação são as descritas por STRINGARI, 2009; 
com algumas modificações: 10 ng de DNA, tampão PCR 1x, 0,5U de Taq 
polimerase, 0,1 µM de primers (3 pmol/reação), 0,2 mM de cada dNTP, 1,5 mM 
de MgCl2, e volume final de 12,5 µl.A amplificação foi realizada em 
termociclador Eppendorf® (Modelo: Mastercycler Gradient), com desnaturação 
inicial a 94o C por 2 minutos; 35 ciclos de 30 segundos a 94o C, 1 minuto a 55o 
C, 1 minuto a 72o C; seguida de extensão final de 3 minutos a 72o C. Os 
produtos da amplificação da PCR foram visualizados e quantificados por 
eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v) corado com GelRede visualizados 
em luz ultravioleta. 
 
SEQUÊNCIAS DOS PRIMERS UTILIZADOS NA AMPLIFICAÇÃO E NO SEQUENCIAMENTO 
DAS REGIÕES ITS1-5,8S-ITS2 DO rDNA  




REGIÃO ITS1-5,8S-ITS2 DO DNA RIBOSSOMAL 









5’ TTACGTCCCTGCCCTTTGTA 3’ 
 
ITS1-5, 8S-ITS2 DO rDNA 






GENE 16S rRNA 
A amplificação do gene 16S foi realizada utilizando os primers rD1 e fD1. 
A reação de sequenciamento foi realizadas utilizando somente o primer rD1. 
Estes primers permitem a amplificação do gene 16S do RNA ribossomal de 
procariotos. Este gene, após a transcrição, dará origem ao RNA ribossômico.  
SEQUÊNCIAS DOS PRIMERS UTILIZADOS NA AMPLIFICAÇÃO E NO SEQUENCIAMENTO 




Representação esquemática do operon 16S-23S e região espaçadora com os respectivos 
primers de amplificação(fD1, 362f e 786f erD1). 
Fonte: o autor. 
 
A amplificação do gene 16S rRNAcom volume de 50 µL, com 20ng de 
DNA-molde, 0,2 µM dos iniciadores fD1 e rD1 (WEISBURG et al., 1991), 0,2 
mM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl2, 0,3 U/reação de Taq DNA polimerase 
(Invitrogen®, SP, Brazil) e 1X tampão de Taq DNA polimerase. A PCR foi 
realizada em termociclador (Eppendorf®, modelo Mastercycler Gradient), com 
desnaturação inicial a 95°C por 2 min.; 30 ciclos de 15s a 94°C, 45s. a 93°C, 
45s. a 55°C, 2 min. a 72°C; seguida de extensão final de 5 min. a 72°C. Os 
produtos da amplificação da PCR de 1.540-bp foram visualizados e 
quantificados em gel de agarose 1% (p/v) com o marcador de massa, Low DNA 








fD1 5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’ 
Weisburg et al., (1991) 
rD1 5’ AAGGAGGTGATCCAGCC 3’ 
362f 5’CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG 3’  Leonardo M. Cruz (Dep. 
Bioquímica UFPR) 





G) PURIFICAÇÃO DO PRODUTO DA PCR 
Após realização da PCR tanto para a região ITS, quanto para gene 16S 
o produto desta reação é purificado adicionando-se  1 µL de acetato de amônio 
7,5 M e 25 µL de Etanol absoluto em cada poço da placa de reação. A mesma 
é vedada e misturada por imersão e então centrifugada por 45’ a 3220 RCF por 
15°C. O sobrenadante deverá ser descartado. A placa invertida deverá receber 
um spin a 300 RCF e em cada poço será adicionado 100 µL de etanol 70% 
recém preparado, não gelado. Após, será dado um novo spin a 2500 RCF por 
1’ com a placa aberta. O sobrenadante é novamente descartado para um novo 
spin a 300 RCF. Adiciona-se então 12 µL de água ultra pura e o material 
deverá ficar ressuspendendo por 12 horas para posterior quantificação do 
produto (GOMES, 2008).  
A quantidade e a pureza de ácidos nucleicos será determinada por 
densidade óptica utilizando-se espectrofotômetro NanoDrop® 2000 (Thermo 
Scientific) e também utilizando-se gel de agarose 1,5% (p/v). 
 
H) REAÇÃO DE SEQUENCIAMENTO 
O sequenciamento da região ITS1-5,8S-ITS2 e 16S do  rDNA  foi  
realizado  pelo método   de   terminação   de   cadeia   segundo   Sanger   et   
al.   (1977). Neste, há a incorporação  de  dideoxinucleotídeos  fluorescentes,  
em  Seqüenciador  Automático  MegaBACE™ 1000 DNA Analysis Systems 
(Amersham Biosciences®).   
O produto da PCR deverá ser diluído para concentração final de 10ng.  
Para a reação de sequenciamento utiliza-se cerca de 50 ng de DNA purificado 
para regiãoITS1-5,8S-ITS2 e 80ng de DNA para gene 16S, 2 µL (1 µM, ou 10 
pmols) do primer ITS1 e 2 µL de mistura para sequenciamento ET (kit: 
“DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for MegaBACE”; 
Amersham Biosciences®), completando com 2 µL de água ultrapura para um 
volume final de 10 µl. As mesmas condições são aplicadas para todos os 
primers. 
 
PURIFICAÇÃO DA REAÇÃO DE SEQUENCIAMENTO 
Para purificação do produto do sequenciamento, utiliza-se o gel de 





colocado pequenas quantidades de Sephadex™ sobre um dos cantos da placa 
molde MultiScreen Column Loader (Millipore), também chamada de “enchedor 
de colunas” e com auxílio de uma espátula de acrílico, deve ser espalhado até 
completar totalmente os poços. Encaixa-se a placa da reação sob a placa 
molde de modo que cada poço da placa corresponda a um poço do enchedor 
de colunas, para que virando-se as placas o sephadex seja assim transferido 
para a placa da reação. 
Será acrescentado 300 µL de água ultrapura autolclavada em cada 
poço. A placa ficará em repouso por 2 a 3 horas, embaixo desta, deve-se 
deixar outra placa (que servirá como placa coletora) de 96 poços para evitar 
contato com superfícies sujas e também para retenção da água no momento 
da centrifugação. As duas placas devem ser fixadas com fita adesiva. Após, a 
placa será centrifugada a 910 RCF por 5’, descarta-se a água da placa de 
apoio, acrescenta-se 100 µL de água ultrapura autolclavada em cada poço e 
centrifuga-se novamente a 910 RCF por 5’. Substituir a placa coletora por uma 
nova placa. Adicionar os 10 µL da reação de  sequenciamento  na placa de 
purificao sem encostar as ponteisras no sepahadex. Centrifugar por 5’ a 910 
RCF.  Fechar a placa com Filme Adesivo Plástico para vedação de microplacas 
(Axygen) e envolve-la com papel alumínio.  Proceder à eletroforese em 
seqüenciador automático de DNA modelo  MegaBACE™ 1000 DNA Analysis 
Systems (Amersham Biosciences®).   
Os parâmetros de eletroforese selecionados durante o sequenciamento 
serão: voltagem de injeção de 2kV, tempo de injeção de 100 segundos, 
voltagem da corrida de 6kV e tempo de corrida de 240 minutos. 
Através da utilização dos programas disponíveis no pacote de softwares 
do seqüenciador MegaBACE serão realizadas as análises das corridas 
realizadas. Eletroferogramas (gráficos formados a partir do sinal obtido com a 
emissão de fluorescência) são gerados pelo Sequence Analyser. Através do 
programa ScoreCard é possível verificar a eficiência e informações das 
sequências, como por exemplo, o número de nucleotídeos obtidos. 
 
I)  CARACTERIZAÇÃO BIOQUÍMICA E FISIOLÓGICAS DAS 
BACTÉRIAS 





A produção de sideróforos será verificada para os isolados que 
apresentarem antagonismo individual. Primeiramente utilizando a análise de 
cromoazul S (CAS) ágar conforme segue (SCHWIN & NEILANDS, 1987) 
solução CAS: 60,5 mg de (CAS) serão dissolvidos em 50 mL de água destilada 
e misturada a 10 mL de ferro (III) ( FeCl3.6H2O – cloreto férrico hexaidratado a 
1mM em HCl – ácido clorídrico a 10 mM), autoclavar esta solução e reservar. 
Dissolver 72,9 mg de HDTMA (hexadecyltrimethylamonium) em 40 mL de 
água, autoclavar e misturar sob agitação vagarosamente à solução acima. 
Separadamente o meio DYGS deficiente de ferro, foi autoclavado. A 
solução de CAS será adicionada ao meio DYGS e vertido em placas de Petri, 
onde serão inoculados os isolados de bactérias e incubados a 28°C por cerca 
de cinco dias. A mudança de cor do meio de azul para amarelo será o 
indicativo da produção de sideróforos. Todo o material será lavado com HCl 6 
N para retirada do ferro contaminante (SILVA-STENICO et al., 2005). 
 
PRODUÇÃO DE β-1,3-GLUCANASE / CELULASE / QUITINASE 
Método adaptado deRenwick et al. (1991)apud Catellan (1999) quepara 
detectar a hidrólise de b-1,3-glucano por reação colorimétrica com solução do 
corante Vermelho de Congo (0,6 g/L de vermelho Congo em água destilada) 
em Meio Mineralcomo fonte de carbono,  0,5 gb-1,3-glucano (laminarina). 
Verter este meio em placas de Petri e colocar até 25 isolado por placa, incubar 
a 28°C por 3 dias. Após o período de incubação adicionar solução de vermelho 
Congo até cobrir o meio completamente, deixar à temperatura ambiente por 90 
min e depois drenar o excesso. A reação será positiva se aparecerem zonas 
amarelo-alaranjadas ao redor das colônias.  
Para teste de celulase substitui-se a fonte de carbono (laminarina) por 
0,5% de carboximetilcelulose, seguindo o procedimento acima descrito. Após 
crecimento bacteriano adicionar a placa 10 mL do corante vermelho congo, 
após 15 minutos, lavar as placas com NaCl 5M (TEATHER; WOOD, 1982) e 
observar formação de halo ao redor da colônia. 
Para detecção de quitinase substitui-se a fonte de carbono por 0,08% de 
quitina coloidal. Resultados positivos foram detectados pela formação de halo 






PRODUÇÃO DE QUITINA COLOIDAL A PARTIR DE CARAPAÇAS DE SIRI 
(MOURA et al., 2005) com adaptações 
 Usou-se 50 g de carapaças de siri limpas e moídas 
comaproximadamente 4 mm de diâmetro, em um moinho de facas WileyMill – 
motor 1,1 kw. Esta etapa pode ser realizada triturando manualmente as casca 
e em seguida utilizando um liquidificador com filtro para bagaço, neste triturar 
novamente e só aproveitar a moagem que passou pelo filtro, assim fica um pó 
fino relativamente parecido com a moagem do moinho de facas. 
 Na etapa de desmineralização, que tem por objetivo reduzir o teorde 
cinzas (sais de cálcio), utilizou-se solução de HCl a 7% (v/v) por 14h na 
proporção de 4:1 de solução ácida/carapaça. Em seguida foram realizadas 
lavagens com água pararetirada do reagente. Pode-se realizar secagem em 
estufa a 120°C até peso constante. 
 A etapa de desproteinização tem a função de reduzir o teorde nitrogênio 
protéico e foi feita com solução de NaOH 5%, durante 2h,em um agitador de 
Wagner a uma rotação de 60rpm. O reagentetambém foi retirado através de 
lavagens com água, e assim se obteve a quitina úmida. Pode-se realizar 
secagem em estufa a 120°C até peso constante. 
 Na etapa de desodorização o reagente utilizado foi o NaClO0,36% p/v, e 
teve por objetivo reduzir o pigmento e o odor da quitina,provenientes da 
matéria-prima. Esta etapa durou 3h, também sobagitação constante de 60rpm, 
na qual foram realizadas lavagens comágua para retirada do excesso de 
reagente. A secagem foi feita em estufa a 120°C até peso constante. 
 Segundo Moura a quitina obtida por esse procedimento apresentou um 
grau de pureza deaproximadamente 99%. 
 
PRODUÇÃO DE AMILASE / PECTINASE 
 Para detecção de amilase, semear as bactérias por ponto em meio 
mínimo M9 contendo 0,5% de extrato de levedura e 1% de amido solúvel. Após 
crecimento adicionar a placa 10 mL de solução de iodo que imediatamente 
deve ser lavado com água. A presença de halo incolor ao redor da colônia 
indica resultado positivo (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975). 
 A detecção de pectinase foi realizada pelo mesmo procedimento descrito 





deve-se adicional 10 mL de lugol e em seguida lavar com água. A presença de 
halo incolor ao redor da colônia indica resultado positivo (HANKIN; 
ANAGNOSTAKIS, 1975). 
 
DETECÇÃO DE ATIVIDADE PROTEOLÍTICA POR DEGRADAÇÃO DE 
CASEÍNA 
Para este teste, os isolados bacterianos foram inoculados em placas de 
Petri em meio Leite-desnatado-ágar (50 mL de leite desnatado esterilizado 
misturado a 55°C, um quinto do volume de 50 mL de tripticase-soja-agar e 4% 
ágar) a atividade de protease (degradação de caseína) foi determinada por 
formação de halos ao redor das colônias após cinco dias de incubação a 30 °C 
(BERG et al., 2002).  
 
DETECÇÃO DA PRODUÇÃO DE AMÔNIA 
 Utilizando o meio uréase, em tubos de ensaio com meio inclinado 
semear a bactéria, incubar por cerca de 5 dias e aguarda a mudança de cor. O 
meio original é verde e a mudança para azul indica resultado positivo pois 
ocorre alcalinização do meio, proporcionado pela produção de urease através 
da degradação da amônia (DYE, 1968). 
 
 DETECÇÃO DA PRODUÇÃO DE HCN 
 Em meio TSA a 1/10 suplementado com 4,4 g/L de glicina e 0,3 mM de 
FeCl3.6H2O (0,081 g/L) (CASTRIC, 1975), repicar a bactéria. A glicina e o ferro 
estimulam a produção de HCN. Na tampa da placa colocar um disco de papel 
filtro que preencha a área por completo e embeber com a solução de ácido 
pícrico a 5% (amarelo) e NaCO3 a 2%. Selar a placa com parafilme e incubar a 
26°C por 48 h. A mudamça de cor do papel de amarelo para marrom-
alaranjado indica produção de HCN (BAKKER; SCHIPPERS, 1987). 
 Como a descoloração pode ocorrem devido a reação de outros 
compostos como ácido sulfídrico e aldeídos, recomenda-se testes mais 
específicos como o teste de Azul-da-Prússia (LORCK, 1948) ou teste 
isonicotínico ácido-barbitúrico (NAGASHIMA; OZAWA, 1981). 





Alíquotas de 500 μL de solução de cada um dos isolados bacterianos, 
ajustadas para DO 0,5, foram colocadas para crescimento em 20 mL de meio 
DYGS e incubadas por 72 horas a 30°C. Após esse período, 15 mL de cada 
uma das culturas homogeneizadas foram transferidas para tubos e 
centrifugadas a 10.000g por, 15 min, a 4°C. Do sobrenadante obtido, 900 µL 
foram vertidos em frascos, aos quais foram adicionados 1,5 mL de reagente de 
Salkowski (Sarwar & Kremer, 1995). Os frascos com o sobrenadante e o 
reagente de Salkowski foram, então, reservados por 30 min em ambiente 
escuro, para desenvolvimento de cor, que se apresenta rósea mais intensa 
quando há maior quantidade de ácido indolacético. A intensidade da cor foi 
determinada em espectrofotômetro a 540 nm (Asghar et al., 2002). A 
concentração dos compostos indólicos foi estimada com uma curva-padrão, 
previamente preparada com meio de cultura esterilizado não inoculado, e 
quantidades conhecidas de ácido indolacético. 
 
SOLUBILIZAÇÃO DE FOSFATO (HARA; OLIVEIRA, 2004) 
Foi utilizado o meio decultura desenvolvido por Sylvester-Bradley et al. 
(1982), com 10 g de glicose, 2 g de extrato de levedura e 18 g de ágar por litro. 
Foram acrescentadas as soluções A, com 5 g de K2HPO4 em 50 mL de água, 
e B, com 10 g de CaCl2 em 100 mL de água, para a formação do fosfatode 
cálcio precipitado. Em seguida, ajustou-se o pH para6,5. pH 6,5). Os isolados 
foram repicados com o auxílio de uma alça de platina. O diâmetro do halo de 
solubilização, percebido como uma área translúcida em torno da colônia, foi 
medido a cada três dias, por um período de 18 dias. A partir dessas medidas, 
foram obtidos os Índices de Solubilização (IS), para cada isolado, pela fórmula: 
IS = φ Halo (mm)/φ Colônia (mm) (Berraquero et al., 1976). 
 
 
 
 
